
u N I V E R s I D A D N. A e I o N A L A u T o N o M ,~:- D E M E X I e o ............................... -

':} 

FACULTAD U QUIMIOA 

D I V I S I O N U E S T U D I O S D E P O S G R A D O 

n ESTUDIO SOBRE LA REGULACIOB DE LA ACTIVIDAD DE LA GWCOSA-6-FOSJ.i'ATO DESHIDRO • 
GENASA DURANTE LAS PRIORAS HORAS DE GEDIBCIOB D. MAIZ ". 

'1' E S· I S D E II A E S '1' R I A !J!·· ·c·-t· E ·N C I A S Q U I M I O A S - . ,· '. -~·.=;·_ 

,, " 
·'· 

( B I O Q U I M. I~ O _·,Á .) 

J • JESUS QtJIROZ MOIA_. 

DXICO, D.F. 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



2 

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA: 

DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA VEGETAL 

DIVIS!ON DE ESTUDIOS DE POSGRADO 

FACULTAD DE QUIMICA 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO. 

NOMBRE COMPLETO Y FIRMA DEL SUSTENTANTE: 

J .JESUS QUIROZ MORA 

NOMBRE COMPLETO Y FIRMA DEL ASESOR DEL TEMA: 

DRA. ESTELA SAlfCHEZ DE JIMENEZ. 
. ' 



Í :;~ e '._l L / /1. D u F o u ! l.'!l e?; 
D1Vi~;1c;-~ DE LSTllí.>iOS DJ: f·(;SGH ·,oo 

Si:CHE í/..R1A ACADEli.lCA 
. ~ 

t •• ... ,,,. .-·... .... .,.., 

l ~e·-·. -·1 · ·-" ·1• J~I" ., .... .,., .. -' E"I • •• nntJ,....Z •. J ,1::~l. hlJ:, ¡\_,.\ <. -"\ 1'llJ,, l l , 1'::..!-1.r,~ f.', ,. 

UniclaJ de -Rc~istro e Inforrnaci6n. 
C011sejo de E;tu<lios de Posgrado. 
[ j u c"L-1 d O n :i \' r-: r ~ i 1 ar i a • 
Prestnte. 

Me es muy grato informar a usted que el alumno JESUS QU1ROZ 
MORA, presentará prox31.la1¡¡ente su t:Xuia1en paTa o1)tener el 
t:;-¡<lc? de M~c·:::.lr5a en C:ie:ncias Químicas(B'ioquímica.) ante r:-1 
:- 1 g ll1 ,.. n te Jura Jo. 

J'resiclcnte. 
Ít?:r."\'CJCa}. 

S(;CrL:tario. 
Sup] t·nt.e ~ 
·Stip}!:.nte.; 

DRA,MA,LUISA ORTEGA. 
DRA. R 11TH ROM.AN. 
DR.ALBERTO HAMABATA. 
lJRA. JJZ!,iA BERNAL. 
DR.MANUEL ROBERT. 

Ate:r,tamente 

"POR MI .R.4.ZA HA.BLARA EL ESPJRl TU'~-. - 1 

..-

Ci uCad Universitaria D"(\13 de diciembre de 1982. ' 

~!rnF.c;o~\ -. 
\ \\\~'. \\ \\ ~ ~ / . \ ~ -~\V . V 

. ooCTo\JAV~-~nnJ\o~IVARES0 ,¡ 
e, e, p. Coord 1 n ador d e1 )'nea, ~\Ta. Rutn Ro;nan. 

'• ..... ~ 
c.c.p, Jefe Je la Coordin~c16n ~scolar, Q.Jorge Arango. 
c.c.p, Integrantes del Jurado.\ 

JPO/rrn . 
..... ·_ -~¡--



4 

INDICE 

RESUMEN. • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 9 

IN T RO D U C C ION ••••••••••••••••••• 12 

1.-A N TE CEDENTE s. • • ••••••• • 

1.1.- Biología de la formación· de la semilla 

1.2.- Aoamulación de carbohidratos en maíz 

• • • • • • • • 

1~3.- Bioeíntesis de proteínas de reserva durante 

la formación del grano 

1.4.- Síntesis de ácidos nucléioos durante el desarrollo 

del grano 

1.5.- Hormonas durante la formación de la semilla 

1.5.r.- Giberelinas 

1.5.2.-Citocininaa 

1.5.3.- Aoido absc!sico 

1.5.4.- Aaxinas 

17 

18' 

20 

22 

26 

28 

28 

29 

31 

34 

2.- GERMINA C I_O N •• • ••• •. • • • • • •• • • • • 3T 

2.1.- Captación de agaa 

2.2.- Metabolismo de leidos nacléicos durante la 

germinación en cereales 

2.2.1.- Aoido desoxiribonuoléico 

2.2.2.- Síntesis de Acido ribonacléico 

2.3.- B1osíntesis de Prote!nas 

2.4.- Activación de enzimas durante la germinaci&n 

37 

41 

41 

43 

46 

48 



2.5.- Aspectos bioenergétioos de la germinación 

2.6.- Panoión de las fitohormonas darante la germinación 

2.6.1.- Acido giberllico-

2.6.2.- Acido absoísic8) 

2.6.J.- Ci tocininas 

2.7.-.Farticipacion de la Vía de las Pentosas d11rante 

la germinaci&n 
/--- -- - -- ;:) 

/ >-{ j.-, O B J E T I V O S • • • 

J) ,- ).~- CJ E R M I ~ A C I O N 

5•- MATERIALES 

• • • • • • • • • • • 

y• 

·p R E M A T U R A ·• 

M E T O D O S • • 

5.1.- Determinación de la actividad de 06FDH 

• • • • • • • • • • 
' .. -· ...... . 

• • • • • • • • • • 

5.2.- Determinaciln de la Nlaeiln c¡c1 d11rante la imbibición 

en diferentes tejidos de la semilla de maím 

5.3.- Efecto de Acido Giberélico, Cinefl.na y Actinomicina-D 

sobre la actividad.de la 06FDH darante la germinaci&n 

en embriones aislados de maíz. 

5.4.- Efecto de ci(.-amani tina y Ci'cloheximida sobre la actividad 

de la: G6FDH durant·e la germinación en e jea embrionarios 

aislados de maíz 

5.5.- Estimaci'Ón de la proporción de radioactividad incorpo

rada en carbohidratos solubles en les tejidos a los que 

se les determinó la relación C Jc1 

5.6.- Cromatografía bidimensional en placa fina de carbohi-

50 

52' 

52 

56 

58 

60 

67 

70 

73 

74 

93 

loo 

102 

104 

dratos solubles 107 

5.7.- Efecto de la concentración de-, prot~ína sobre la acti-

vidad de la 06FDH 112 



6 

5.8.- Cromatografía decf'iltración en gel de las proteínas q11e 

precipitaron con sulfato 4e amonio al 70,, de eje embmo

nario seco_y determinación de aa capacidad _de inhibir a 

la G6FDH dé eritrocito hamano 

5.9.- Gradiente de sacarosa de las facciones de la colwnna de 

filtración en gel que mostraron capacidad inhibitoria, con

tra la G6FDH de eritroait«ohamano 

5.10.- Proteólisis cen tripsina de las fracciones del gradien

t·e de sacarosa 5.;.2o% que présentann actividad inhibi.,._ 

toria conti,a la G6FDH 

5.11.- Comportamiento,del inhibidor de la 06FDH d11rante la ger

minación 

6.- RESULTAD OS • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 

A.- GE R M I.N ~e~ O N N O R M A L • • • • • • • • • • • • • • • 
' ' 6.1.- Actividad enzimática de la.· G6FDH a, diferentes tiempos de 

germinación en maíz {G&rmen 860-1373 pool dent). 

6.2.- ActividJa.d enzimltica a diferentes tiempos de germinación 

114 

116 

1'23 

124 

125 

127 

en maíz (Tlaxcala VS 22E) 128 

6.3.- Relacfón c6/c1 en eje embrionario-, aislado (Tlaxcal'a VS 221!l) 131 

6.4.- Relación c·6/<\ en ·escatellWD aislado (Tlaxcala VS 22E) 132 

6.5.- Reiación c6/c1 en embrión aislado (Tlaxcala VS 22E) 133 

6.6.- Efecto de Acido Giber&lico, Cinetina y Aotinomicina-D sobre 

la actividad de la G6FDH d11rante la ge:mninaoicSn en embriones 

aislados de maíz (Glrmen 860-1373 pool dent) 135 



1 

6. 1.- Efecto:, de e<. -amani tina y Cicloheximida:. sobre la actividad de 

la G6FDH d11rante la·germinaciiónien ejes embrionarios aislados 

de mafz (Tlaxcala·VS 22E) 

6.8.- Distrib11cii&n de marca radioactiva, incorporada en carbohidra

tos solables en eje embr~onario aislado:-, esoatellam aislado, 

!36 

eje embrio·nari:o:. unido y ·e·scutellam anido (Tlaxcala VS 22E) 139-142 

6.9.- Actividad de G6FDH oontn. volwnen,. de extracto~ enzim!ttico 144 

6.10.- Cromatograffa'de filtración en gel'de la fracción prot&ioa 

precipitada.:. con sulfato de amonio· al 7<$ de ecj~ embri1<ma-
. 

m.o· seODJ y d.eterminacióm de sa capac:lidad de inhibir a la 

G6FDH de eritrocito h11mano 

6.1r.- Gradiente de sacarosaide las fracciones. de la col11mna de 
' 

filtra.ci&n,en·gel 

6::.12.- Peso mol'ecular aproximado de la fracción protlica del 

gradiente·~· de sacarosa con mayor capacidad inhi bi torta 

:. -. 6.13.- Curva de Referenci1a•. de Acido Glu.tamico 

6.14.~ C11rva·de Referencia para la evalaación de la prote&lisis 

con t:Etipsina 

6,,15~.- Comportamiento del inhibidor contra la G6FDH durante 

la germinación· (Tlaxoala VS22E) 1979 

146 

1'49 

150 

B.- GERMINA C ION PRE M A TU .R A • • • • • • • •••• 151 

6.16.-- Ca.antificaoión de la actividad de=! la G6FDH da.rante la 

formación y madaración del grano-en las va»iedades 



8 

evalaadas en el ciclo agrícola 1980 (Tlaxcala, H-30, Cri'ollo 

fertilizado, Crioll~ no-fertiliz,do) 154 - 15~ 

6,17 .- Cuantiflcación de la actividad de la G6FDH en 

diferentes variedades y ciclos agr!colas-

6.18.- CuantifioaciSn de la actividad de la.G6FDH durante 

la formación y maduraci&n del grano en las varie-

dades eval11adas en el ciclo agr1oola'l981 (H~l39, 

Criollo de Tlaoamilco) 

6.19.-C11antificación de la actividad de G6FDH durante la 

gemmaci&n en, las variedades evaludas durante el 

ciclo agrícola 1~81 

6.20.- Cllantitlcaoi&n de relación e6/t1 durante.lagermina.oi.Sn 

en la variedad mis susceptible a la germinación premat11r&: 

oriollo)de Huamantla 

6.21.- Distribución de marca radioactiva en oarbohidratos solubles 

en la variedad más snsceptible a la germinaoi~n prematura:· 

Cri~llo de Huamantla 

6.22.- Actividad de G6FDH en todas las variedades, ciclos agríco

las y áreas de cal ti vo·· 

157 

159 

161 

16'4 

167 

7•- DI S CU SI O N •• ••• ••• • •• • • • • • • • • • • •. • • 169· 

A•- GERMINA C ION 

B.- O E R MINA C ION 

NORMAL. • • • • • • • • • • • 

PREMATURA·. • • • • • • • • 

169 

176 

8.- B I ~L I O GR A F l A• ••• • •• • • • • • • • • • • • • • ~ 182 



9 

RESUMEN 



10 

RESUMEN.-

Se determinaron las condiciones para la medioi&n de ia actividad de la -

Gla.cosa-6-tostato deshidrogenasa de tejidos embrionarios de• la) sem11.las-
., 

seca de mais,ca.antificando el. perfil de actividad de~ ésta enzima duran -

te la germinaoi&n en dos variedades: Tlaxoala VS 22E 7 G&l'lllen 860-1373 -

J>Ool dent.detectandos,~Hm máximo a las 6 horas de germinación predomi -

nantemente __ en eje em'bríona.rio (Fig11ras: 'f, 10) 

Se evaluó la actividad de esta enzima en presencia de,fitohormonas y anti-
/ 

bióticos,determinandose, un incremento bajo la influencia de cinetina,AG3 -

y un decremento en presencia de Cioloheximida,Actinomicina-D yd-..amaniti -

na (Tabla No. 1 Fig11ra No. U ) • 

Con respirometría de Warburg se evalaó la actividad!!,,!!.!! de la vía -
/ 

de·, las pentosas {Relaoi&n c6/c1) detectandose _11n incremento en est&1. v!a-

metab6lica a las 6 horas de imbibioión.(Tablas No. i,i,~ ),coinciden-

te con e·l ml:dmo de actividad de la G6FDH determinada in vi tro. 
. . . . ---

Se analizó la distribución de marca radioactiva en oarbohidratos solubles

ª los tejidos· sometidos a reapirometr!a de \iar1>tli'g;éste a.nil~sis reveló -

una. diferencia en la utilizaci&n y movilización de carbohidratos ent.1,e" ~ 

los tejidos embrionarios. 
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di- /a. Gt ~ f D {f 

Se deteotcS 11n inhibidor1de,natu.raleza protlica en eje embrionario sect> -

de Tlaxoala VS 22E qa.e dismin11ye durante el proceso de germinaoi&n.(Fig.~~)

El anÍtlisis del patrón de,actividad de la G6FDH da.rante la formación y -

mad11racic5n del grano mostrS una posible relaoi&n entre la s11soeptibilidad -

a la germinaci&n prematara y valores altos de· esta enzima en eje embrio -
.. 

nario así como carencia de inhibidor•contra la G6FDH. 

El análisis respirométrico y la distribu.ción de marca radiactiva en car -

bohidratos solubles efectuado en una variedad s11sceptible a la germinacicSn

premata.ra (Criollo de Ha.amantla),parece indicar que ana alteración en el -

patrcSn de degradación e interconversión de carbohidratos puede ser 11n in -

dicio de la sensibilidad a este ten6meno. 
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IN T R-0 D U C C ION. 

El maíz, el arroz y el trigo son las plantas cultivadas de mayor importan

cia en el mundo. Entre las regiones de mayor producción de maíz se encuen

tran la zona conocida como la franja de maíz, que comprende parte de los -

estados de Iowa e Illinois que producen el 38% de la cosecha total de los 

Es:tados Unidos de Norteamérica que en total significa más de la mitad de,

la producción mundial de este cereal { 7 080 millones _de bushels). El resiio 

es producido principalmente en el suroeste de Europa {Rusia, Rumanía, Yu

goslavia, Hungría e Italia), China, Brasil, Africa del Sur, Argentina, In

dia e Indonesia. 

En 1978 los Estados Unidos de Norteamérica exportaron 2 000 millones de -

bushels qae representan dos tercios de su producción total. Sus rendimien

tos se han incrementado de 1931 a la fecha en un 600% {Weber, E.J. 1980). 

La importancia que tiene este cultivo en todos los aspectos de la economía 
.;· 

agrícola de nuestro país la representan su alto consumo y las grandes exte~ 

siones destinadas a su producción {en 1979 se cultivaron 7 043 122 Has, -

SARH), pero los rendimientos obtenidos son relativamente bajos: 1.5 Ton/HA. 

El maíz es una de las Plantas cultivadas más estudiadas en términos agIPO

nómicos, citológicos, genéticos y desde el punto de vista de su evolución 

histórica bajo condiciones de domesticación. A pesar de ello, existen con-
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flictos acerca de su origen, la hipótesis más antigua que persiste hasta la 

fecha sostiene que el má.íz primitivo fae seleccionado por el hombre direc

tamente del teocintle (~ mexicana) o de un ancestro común a ambos. 

Mangelsdorf y Reeves postulan que el teocintle es un producto seeundario 

del tripsacum (Tripsacum spp) (Galinat, w.c. 1971}. 

El género~ fue descrito por·Linneo en 1754 y la especie~ por el mis

mo autor en 1805. A partir de entonces la literatara reporta 62 especies -

que son sinónimas de~ mays t •• De estas 62 especies, 52 corresponden al 

nivel cultivado y 10 a.1 ;,~-~~ silvestre. El ~~_!E;,! silvestre de maíz lo· re

presenta. el teocintle anual, descrito inicialmente por Heinrich A. Schtta.der 

comO">Euchla.ena mexicana (Schrad.). Posteriormente Ascherson estudió desde -

el panto de vista morfológico a.l maíz y al teocintle, encontrando que ambas 

poblaciones eran muy similares, excepto en las características de la mazor

ca, por lo que concluyó qae el maíz provenía del teocintle, sugiriendo qae, 

el género Euchlaena debía, incluirse en el género Zea-. Al mismo tiempo pos

tuló al área del teocintle (México-Guatemala) como el lugar de origen del -

maíz (Miranda, C.S. 1979)• 

En maíz las investigaciones tendientes a incrementar sn rendimiento se han 

centrado en la fisiología de la producción de materia seca: fotosíntesis, 

translocación de fotosintatos, respiración, (Ta.na.ka, A. et al 1981), 

el incremento en el contenido de proteínas (Alexander,D.E. et al 1969; Nel

son, o.E. et al 1970) y aminoácidos esenciales (Mertz, E. et al 1964). 
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La germinación (proceso que se inicia con la captación de agua 

y termina con la emergencia de la radícula o hipocotilo a través 

de las estructuras que integran la cubierta de la semilla: Bewley, 

J.D. and M. Black, 1978)es, un, evento de importancia agronómica 

vinculado a la viabilidad (capacidad de la semilla de sostener el 

desarrollo de la plántula; Moore, R.P. 1972), y al vigor (máximo 

potencial de la semilla para el establecimiento de la plátula; 

Bruce, M.P. 1972), de las semillas. Este fenómeno puede presen

tarse prematuramente (viviparidad) (Mangelsdorf~ P.C. 1930, 

Eyster, W.H. 1931; Robertson, D.S. 1955; González, N.C. 1976), 

convirtiendo en un problema de graves consecuencias económicas 

en cereales; (Mitchell, B. et al 1980; Gordon, I.L. 1980; Gaste

lum, R.F. '1981); ya que la germinación ocurre en las etapas ini

ciales de la desecación,<lél grano, antes del período de cosecha, 

con la intervención de múltiples factores, ambientales y genéti

cos. De aqu{ la importancia del conocimiento relativo a los me

canismos que regulan la germinación. El aporte de esta clase de 

conocimientos ha permitido establecer estrategias agronómicas 

para la selección de cultivares con mejores características en 

función a su germinabilidad, como los trabajos de Nilsson - Ehle 

(1974) quienes describieron que la intensidad del color de la se~ 

milla de trigo y avena (rojos) generalmente va asociado a la re-

sistencia al brotamiento. Así también, los experimentos de Miya-
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moto, T. et al (1958) que sugirieron que este efecto no es cau 

sado por el pigmento flobafeno sino por sus precursores solu

bles: catequinas y catequinas-taninos. 

El alto contenido de ATP cuantificado en cebadada (Ching, T. M. 

et al 1977), lechuga (Ching, T.M. et al 1972) y Brassica olera

cea ~ (Lunn, G. et al 1981) correlaciona con un alto porcentaje 

de germinaéión y vigor; la pérdida de vigor en centeno va acom

pañada con una disminución en la capacidad de síntesis de protef 

nas, ARN y retraso en la reparación de ADN (Sen, S. et al 1977; 

Peumans, W.J. et al 1981) y la acumulación de daños cromosómicos 

(Roberts, E.H. et al 1967). 

Así también se han reportado una serie de cambios metabólicos 

que se presentan en las células del embrión de los cereales en 

el periodo de la germinación (Maijer 1980), una de las rutas me

tabólicas m!s importante que se considera puede ser determinante 

en este proceso, es la vía de las pentosas (Kovacs et al 1976), 

la cual aporta a las células tanto los metabolitos básicos para 

la síntesis de ácidos nucléicos Cribosa y desoxiribosa) como el 

poder reductor indispensable para diversas vías metabólicas vita 

les para la célula (Pilo et al 1981). De aquí que el estudio de 

los mecanismos que regulan la primera enzima (el paso limitante 

del ciclo) de la vía de las pentosas; la glucosa-6-fosfato deshi 

drogenasa, pueda aportar conocimientos importantes en cuanto a 

la regulación de la germinación misma. 
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I.-A N TE CEDEN ·TES 
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I.- ANTECEDENTES. 

I.1.- BIOLOGIA DE LA FORMACION DE LA SEMILLA.-

La. semilla es una. estroct11ra única en el cielo de vida. de la.s plantas, es -

el resultado de la reproducción sexual y constituye esencialmente una plan

ta en estado embrionario con excepciona.les propiedades como son resistencia 

a. extremos térmicos y longevidad bajo condiciones adversas. Desde esta peYs -
pectiva, el desarrollo de la semilla puede a.bicarse como una preparación -

oa.ra la supervivencia durante la dispersión y subsecuente germinación (Bo&l 

ter, D. 1981). 

Durante su formación, sus elementos se integran en un tiemoo relativamente 

corto, por lo que la actividad sintética y la respiración son altas daran

te las etapas inicia.les de formación de la semilla •. 

La fase vegetativa del maíz se inicia con el cigoto, el caal se deriva de 

la fec11ndación del huevo por el esperma, su división celala.r se inicia -

aproximadamente a las 12 horas despaés de la. fecundación (Randolph, L.F. -

1936). Los órganos embrionarios: rañz, tallo, coleoptilo y esct.e.telo se de

finen claramente a. los 10 días después de la fecundación; el endospermo, -

resalta.do de la fusión de un esperma. con 2 nñcleos polares (3n), inicia; su 

división celular entre la tercera y cuarta hora después de la fecundación 

(Kiesselbach, T.A. 1980), continuando rápidamente y originando un endospe! 

mo con núcleos libres. Entre el tercero y cuarto día después de la. fecun-
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dación se inicia la formación de la pared cel11lar y al_qa.into dia,el en -

dospermo es completamente cel11lar • .A los 20 dias desJ)tl4s de la f'ecandación

desaparecen las figaraa mi tóticas _.El ce-se, de la di viaic1n. eel11lar parte -

de la regicSn central a la perif'eri0a,oayaa célti!as diferencian en la ca

pa de aletirona (Sass,J.E. 1955),qa.e en semill~s de cereales es an tejido

secretor (Haberlandt,O.F~J. 1884) q11e no s·e divide,. con dos f'anciones; prin

cipales:f11ente de minerales y enzimas q11e d11ra_nte la germinación movili -

zan las reservas n11tritivas del endospermo para apoyar el de-sarrollo del-

embrión (Varner,J.E. et al 1976). 
., 

Fancionénalmente p11eden identificarse 3 fases d11rante el de.,sarnollo del -

grano I Da~nte la fase inicial la di visión y diferenciación ce>la.lar origi

na los tejidos .vegetativÓa;pero en lugar de continuar hacia la, formación

de la pl,ntala,evolacionan a una fase destinada a asegurar la sapervi:ven-· 

ciade, la especie;da.rantela segunda fase y como preparación para la ger

minación se almace~an sa.s~ancias de reserva (la semillia madara presenta -

baja capacidad de captación de minerales 7 de oompu;estos nitrogenados). 

En la tercera fase se inicia una ·reda.cción gradcial d_e la actividad meta -

bólioa. a medida qa.e el contenido de agua disminaye.(Boa.lter,n.1981).Ca.an

dó el agua alcanza a.na concentración entre-un 5-1~ de:l peso de la se -

milla,,sta evoluciona a condiciones de vida latent~ (Mayer,A.M. et al -

1980). 
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I.2.- ACUMULACION DE CARBOHIDRATO$ EN MAIZ.-

El contenido de almidón en las semillas de cereales se incrementa de mane

ra constante durante su desarrollo alcanzando en la madurez entre el 65 y 

7afo de sa peso seco (Duffus, C.M. 1979; Ingle, J. 1965). 

La formación de almidón en maíz: 73% de amilopectina y 21'1, de amilosa (Kr! 

mer, H.H. et al 1958) se inicia, al igual que todas las reservas del gra

no (Ingle, J. 1965), alrededor de_ la segunda semana después de la fecunda-

ción. 

En la semilla se pueden distinguir 2 gradientes de distribución en su pa

trón de acwnulación: un gradiente mayor que va de la parte superior a la 

base del endospermo y otro menor en el que las células próximas a la su

perficie contienen menos gránulos de almidón que las células internas - -

(Lampe, L. 1931; Shan~on, J.C. 1974). 

La concentración de sacarosa que se transloca al endospermo a::través del 

pedicelo alcanza su máximo al final de la fase de división celular, apro

ximadamente a la mitad del período de formación del grano, entre los 20 y 

28 días después de la fecundación (Ingle, J. 1965). ta sacarosa es hidroli 

zada por la invertasa antes de ingresar al endospermo (Shannon, J.C. - -

1972;.Shannon, J.C. et al 1972) y resintetizada en el interior donde es 

transformada en almidón a oartir de glucosa-1-fosfato vía ADPG pirofosfo

rilasa y ADPO glncosil transferasa (almidón sistetasa) (Ozbun, J.L. et -

al 1973; Leloir, L.F. et al 1961; Cardini, C.E. et al 1966). La almidón-
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sintetasa en el endospermo de maíz está presente en dos formas: I y II, -

cuya diferencia fundamental e~ la actividad catalítica que presentan con 

diferentes segmentos iniciadores (Preiss, J. et al 1980). Sus actividades 

pueden ser detectadas desde los 15 días despttés de la fecundación, alcan

zando un máximo a,- l~s{30c1Elías.-:idespttés de la,, misma ( Joshi, s. et al 1980). 

La acumulación de almidón finaliza aproximadamente a los 46 días después 

de la fecundación (Ingle, J. 1965). 

En Sorgham vulgare el máximo de acumulación de almidón se.alcanza a los -

40 días después de la fecundación, mientras que su velocid~d de síntesis -

es máxima entre eib,12o·. y'. .160.. día , disminuyendo al 36% del valor máximo 

hasta el 360. día después de la fecundación (Singh, R. et al 1981). 

En arroz esta velocidad máxima se alcanza alrededor del 7o. día después -

de la fecundación (Singh, R. et al 1977). 

tos enlaces glu.cosídicos ( (/., 1,6) presentes en la cadena de ami1opectina 

son sintetizados por la acción catalítica de la enzima o{,1,4 glucan: 

1,4 glucan-6'-glucosil transferasa (eüzima ramificante). 

En el endospermo de maíz se han detectado 3 isoenzimas (I, IIb~y IIa). La 

actividad de estas 2 Últimas coelayen en una columna de DEAE celulosa con 

las actividades de la almidón sintetasa I y II respectivamente {Boyer, c. 

et al 1978b) postulándose q11e este complejo· (almidón sintetasa: enzima ra

mificante) participa en la formación de las secciones asimétricas presen

tes en la estructura de la amilopectina {Preiss, J. et al 1980). 
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I.3.- BIOSINTESIS DE PROTEINAS DE RESERVA DURANTE LA FORMACION DEL GRANO. 

La biosíntesis de proteínas· se incrementa a partir del 80. día despaés de 

la fecandación alcanzando so. máximo aproximadamente a los 28 días, dismina /. -
yendo a niveles poco significativos a los 45 días después de la fecanda-

ción (Rabson, R. et al 1961). 

Entre el 250. y 350. día desnués de la fecandación el So% de la capacidad 

de síntesis de proteínas reside en el endospermo, período en el qae este -

tejido alcanza sa máximo tamaño, e inicia inmediatamente despaés la fase 

de secado; el resto de la actividad acontece en el embrión. En los últimos 

estadios del desarrollo la contribnción del endospermo declina rápidamente 

y en el embrión se efectúa el 75% de la síntesis de proteínas (Ingle, J. -

et al 1965). 

A los 50 días después de la fecundación no se detecta actividad de sínte

sis de proteínas en estos tejidos, probablemente por las restricciones -

impuestas al sistema de biosíntesis de proteínas ocasionadas por la pérdi

da de ag11a y a la expansión del almidón y las p:r-óteínas de reserva (Ingle, 

J. et al 1965). 

El patrón de acum11lación de proteínas en el grano de maíz en desarrollo -

presenta las siguientes características: una fase inicial de incremento -

entre el 150. y 200. día desp11és de la fecandación: período de elongación 

celalar, oontinnando en forma estacionaria entre el 260. y 360. día, in-
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crementándose rápidamente después del 370. día (Ingle, J. et al 1965). 

El comportamiento de la fase inicial refleja,probablemente,la biosíntesis 

de enzimas y proteínas estructurales necesarias para el metabolismo y cre

cimiento del endospermo, el segundo incremento que ocurre cuando disminu 

yen la capacidad de síntesis de proteínas y la concentración de aminoáci

dos es el reflejo de un evento terminal en el proceso de formación del -

endospermo: la síntesis de proteínas de reserva (Ingle, J. et al 1965). 

Estas proteínas fueron clasificadas por Osborne (Osborne, T.B. 1895, 1924) 

en función de su solubilidad en 4 grupos: albúminas, globulinas, prolami

nas y glutelinas, cuyas característic~s fundamentales son: 

1.- Tienen como función predominante la de constituir la reserva de nitró 

geno y azufre (en algunos casos de carbono) de la semilla, por lo que son 

movilizadas durante la germinación (Lea, P.J. et al 1983). 

2.- Son acwnuladas en un período relativamente tardío en el desarrollo del 

grano (Jones, R.A. et al 1977b). 

3.-su síntesis es estimulada preferencialmente al suministrarle nitrógeno 

asimilable a la planta.(Lowe, L.B. et al 1972). 

4.- Una especie determinada generalmente contiene proteínas de una clase 

de solubilida& '(Tabla I) y ésta consiste en series polimórficas de poli

péptidos relacionados (Gianazza, E. et al 1977). 

5.- Son codificadas oor un número relativamente pequeño de loci, conte-
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niendo cada uno un námero de secuencias do.plioadas,en ma!z éstos estan -

localizados en los cromosomas: 4,5,7 y 10 (Soave,e. et al 1978,1979.) -

Valentini 9G. et al 1979). 

6.-Se acumulan específicamente en los 8rga.nos de almacenamiento (Perno -

llet,J.c.1978). 

7.-se almacenan en los cuerpos protéicos (Miflin,B.J. et al 1981) (Müntz -

K. et al 1981). 

El patrón de acumulación da la zeína en el endospermo de maíz,es típico -

de-la mayoría de las prolaminas de cereales;y puede:, se~ detectable alre -

dedor de los 12 dias desp~ls de la polinización,oontinuando su s!ntes1s -

hasta aproximadamente 40 dias d$spÚés de la fecttndación (Jones,R.A. et ail. -

1977b). 
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TABLA 1.-

CONTENIDO DE PROTEINAS EN SEMILLAS DE CEREALES(Brohult, S. et al 1954; -

Konzak, C.F. 1977). 

% DEL TOTAL DE PROTEINAS 

CONTENIDO ALBUMINAS GLOBULINAS PROLAMINAS ,GLUTELINAS 
SEMILLA DE PROTEINAS (SOLUBLES (SOLUBLES (SOLUBLES (SOLUBLES 

(% EN/PEso;sECO) EN AGUA) EN SALES) EN ALCOHOL) EN ALCALIS) 

MAIZ 7 - 13 ~-::-TRAZAS 5 - 6 50 - 55 30 - 45 
Zeína 

TRIGO 10 - 15 3 - 5 6 - 10 40 - 50 30 - 40 
Gliadina 

ARROZ 8 - 10 TRAZAS 2 - 8 1 - 5 85 - 90 
Corizina 

SORGO 9 - 13 TRAZAS TRAZAS 60 -----
Kafirina 

CENTENO 9 - 14 5 - 10 5 - 10 30 - 40 30 - 50 
Seoalina 

CEBADA 10 - 15 3 - 4 10 - 20 35 - 45 35 - 45 
Hordeína 

AVENA 8 - 14 1 80 10 - 15 5 
Avenina 
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I.4.- SINTESIS DE AOIDOS NUCLEICOS DURANTE EL DESARROLLO DEL GRANO lh · .. · -• 
. . . .. .- ·4 

El perfil de los ácidos n11cléicos da.rante la primera fase del desarrollo -

de la semilla de maíz muestra cm incremento similar tanto en el endospermo 

como en el embri6n hasta que cesa la división celular (aproximadamente en

tre el 200. y 250. d!a después de la feoundaciSn). A partir de este perío

do sa. contenido di&m:l:nflY'9 en el endospermo y se mantiene de manera ascen

dente en el embrión ha$ta la mada.res (Ingle, J. et al 1965). 

En trigo, durante la primera fase de desarrollo del grano, el ARN riboso

mal es el componente predominante (Ramagopal, s. et al 1979). 

El patrón de actividad de la enzima ARN polimerasa, dependiente de ADN ti -
po II, presenta cm incremento en el endospermo de maíz (Mana, R.J. et al 

1979) y en el grano de trigo (Greene, F.C. 1983) a partir del 120. día -

despa.és de la :teocmdación, disminuyendo aa. actividad hasta el 50% de sa. -

valor máximo entre el l~o._y 200. dÍll d~spa.és de la misma. 

En trigo, la acamalación de ARN poliadenilado se inicia alrededor del 120. 

d!a desp11és de la teclllldación, alcanzando su valor máximo entre el 150. y 

180. día, decreciendo a partir de este período, su disminución correlacio

na con el incremento ·en la síntesis de proteínas de reserva. La velocidad 

de la síntesis de estas proteínas durante la segunda tase está directa.111en

te relacionada, y posiblemente controlada, por los niveles de ARN mensaje

ros traducibles (Greene, F.O. 1983). 
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En el embrión de maíz, la enzima ARN polimerasa dependiente de ADN tipo II 

mantiene, de manera ascendente, su patrón de actividad durante todo sú de

sarrollo (Mans, R.J. 1979). Estos tejidos conservan durante la fase de se

cado los componentes necesarios para la síntesis de proteínas durante la -

subsecuente etapa de germinación (Ingle, J. et al 1967; Weeks, D.P. et al 

1971; Payne, P.I. 1976; Sánchez de· Jiménez, E. et al 1981). 
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I.5.- HORMONAS DURANTE LA J.i'ORMAOION DE LA SEMILLA'."- ~AI"':.-

En la etapa de formación de la semilla se ha descrito la acamalaoi&n o -

síntesis de titoreguladores, algunos de ellos están invola.orados en pro

cesos relacionados con sa desarrollo o darante el proceso sabsecaente de 

germinación. 

1.5.1.- GIBERELINAS.-

Para esta familia de compuestos (Hedden, P. et al 1978) -se han descrito -

al menos 4 sitios de síntesis: punta de raíz (Sitton, D.A. et al 1967), -

hojas jóvenes (Jones, R.L. et al 1966), tallos tiernos (West, C.A. 1973), 

y semillas en desarrollo (Coolbaagh, R.C. et al 1971). 

En legaminosas,· las semillas en desarrollo es el sitio de mayor actividad 

biosintética y de aownalaoión de giberelinas (Lang, A. 1965). 

En semillas de trigo madaras se han identificado 6 giberelinass GA15, -

CJA17, OA19, GA20, GA24, Y 9A44 (Gasking, P. et al 1980). 

Da.rante la madttrez de las semillas los niveles de giberelina,libre dismi

nuyen, esta disminación va asociada con cm incremento en los niveles de -

giberelina conja.gada, principalmente a carbohidratos (Moa.nia, R.IC. et al 

1973). 

Los parámetros del desarrollo en los cr11e se ha encontrado ana estrecha -

relaoi&n con niveles elevados de giberelinas son: el incremento en peso 

de la semilla::y el diámetro de fmtos en 'Pieam. sativ11m (C'oolbaa.gh, R.C'. -

et al 1969), Phaeeol11s valgaris (Wareing, P.F. 1967), Prt1na.s americana lt• 
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{Jackson, D.F. 1966) y Citms· sinensis {Wiltbank, W.J. et al 1969). 

En ma!z, los niveles endógenos de giberelinas son los que más fnertemente 

limitan el rendimiento {Oherry, J. et al 1960J Rood, S.B. et al 1983) y 

la heterosis para an vigoroso crecimiento correlaciona con QDa alta con

centración de sustancias con actividad de gibe:relina (Nickerson, N.H. - -

1959; Niokerson, N.R. et al 1960, Rood, s.B. 1983). 

I.5.2.- CITOCINDlAS.-

Desde el aislamiento y caracterizaci6n de la zeatina, a partir de semi

llas inmadnras de maíz (Letham, n.s. 1963), se han aislado e identificado 

a nivel estructural 15 compuestos con actividad de citocinina en plantas 

(Letham, D.S. 198¡3''). 

En Phaseol11s vulgaris y Xanthitllll.strwnariam se ha identificado a la raíz 

como el principal tejido en donde se efeotaa la síntesis de oitocininas, 

distribuyéndose al resto de la planta a través del xilema (Wareing, P.r. 

et al 1977). 

En cereales, los niveles de actividad de citooinina son elevados durante 

el desarrollo de la semilla: 11 JJ,g/kg de peso fresco en maíz (Letham, D. 

s. 1963), 120 ng/semilla en trigo (Jamerson, P.E. et al 1982), este mis

mo comportamiento se presenta en legwninosas (VanStaden, J. 1983). 

l estos comptiestos se les ha asociado con diversos procesos: alargamiento 

y división celular (Letham, D.s. et al 1961), síntesis de tabulina (Fos-
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ket, D. et al 1981), activación de la tase de elongación durante labio

síntesis de proteínas (nimbt, D. 1977), y de las ARN polimerasas depen

dientes de ADN I y I.I (K11laeva, o.N. 1981). 

A las citoci:ninas se les ha correlaciona.do con los eventos q11e se desarro -
llan durante la formación de la semilla y en la movilización y acwnu.la

ción de natrientess en trigo los niveles de zeatina se incrementan al má

ximo de su valor durante la etapa de formación del endospermo, entre el 

3o. y 140. día después de la fecundación (Jamerson, lP.E. et al 1982). 

En maíz, la concentración de citocininas endógenas está directamente rela -
cionada con la velocidad totosintética y con el incremento en carbohidra

tos y aminoácidos (Jesko, T. et ,al 1980). 

La aplicación de cinetina incrementa el contenido de almidón en Rioinas -

oommanis (Raja- Xamar, N., et al 1980) • .. 
Durante la formación de la semilla, en Pisam sativa.m (~arrows, W.J. et al 

1970) y Lm~inua albas (Davey, J.E. et al 1979), el contenido de citocini

nas en el endospermo alcanza su valor máximo: 80% del total detectado en 

la semilla madura, durante su. fase de mayor incremento en volumen, entre 

la 3a. y 6a. semana.,Jdespa.Ss de? la fecundación. Este tejido, durante s11 ta -
se activa, fanciona como cm proveedor de nntrientes al embrión, sns nive

les de citocininas disminuyen a medida q11e se desarrollan los cotiledones 

y el embrión" indicando,da.rante esta etapa, qa.e los niveles de citooininas 

estaban asociados con e})desarrollo transitorio del endospermo y no con -
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el metabolismo del embrión (Van Staden, J. 1983). 

1.5.3.- !CIDO ABSCISIOO.-

El ácido abaolsico, al ig11al qae las giberelinas, ea sintetizado· en dive! 

sos tejidos: hojas, tallos, fra.tos y semillas (cotiledones, endospermo, -

embrión) (Milboi-row, B.V. et al 1973). 

Los niveles de esta hormona tienen mna estrecha correlación con diversos 

9rooesos del desarrollo y fisiología de las plantas, ejemplos efector-·de 

la tanoión estomatal, escisión de Srganos, germinación prematara o vivi

paridad, etc. 

Existen evidencias incaestionables indioando qae el ácido absofsioo pae

de caasar el cierre de los estomas (Borton, R.P. 197lr Little, C.H.A. et 

al 1968; Mittetheaser, c.J. et al 1969), al mismo tiempo se ha descrito 

a.na estrecha relación entre los niveles endógenos de esta hormona y la -

respaesta al cierre de los estomas en las plantas mesófitas sometidas a -

déficit de aga.a (Mansf'ield, T.A. et a11981; Milborrow, B.V. 1981; RacUn, 

J.w. et al 1982; Walton, n.o. 1980). 

En el proceso de apelftara y cierre estomatal están involacrados procesos 

de intercambio de iones: caando loa estomas se abren las o&lalas gaarda 

captan iones, qa.e son liberados ca.ando ,atoa se cierran (Walton, n.o. -
·, 

198q). Se ha propaesto qa.e el icido abeofsico ejerces~ acción inhibien-
:."X;:.;,-. 

do este intercambio de iones {Raschke, X. 1977). 
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Larqt1é- Saavedra et al (1974, 1976) detectaron una correlación positiva -

entre los niveles de ácido absoísico y la resistencia a seqt1!a en sorgo y 

maíz, abriendo la posibilidad a las. técnicas agronómicas de hibridación -

para la b4sqt1eda de plantas con mn metabolismo &ptimo de esta hormona..pa

ra regular la tución estomatal (Walton, n.c. 1980). 

Darante el proceso de escisión de órganos (flores, tratos, hojas, etc.),

se ha hipotetizado qt1e el ácido absoísico tiene üpri-mariamente ana tan

ción promotora {Addicott, F.T. et al 1977). 

Desde el panto de vista anatómico- tiaiolÓgioo este proceso involmcra el 

desarrollo y actividad de 2 capass ana de separación y otra de protección 

(Addioott, 11'.T. et al 1977). Las oélalas de la capa de separación excre

tan enzimas hidrolíticas qae degradan la pared oelmlar, ejemplo: las pec

tinasas (Morré, D.J • 1968; Riov, J. 1974), las cela.lasas (Reid, p-.». et -

al 1974), cuyo patrón-de actividad ea incrementado por ácido absc!sico y 

etileno (Craker, L.E. et al 1969; Abeles, F.B. 1969; Abeles, F.B. et al -

1971J Lewis, L.N. et.al 1970). El etileno, adem,s de indacir la síntesis 

de .!!!!2 de cel11lasa1, (· favorece la síntesis de ARN y proteínas en la zona 

de escisión (Abeles, r.:a. et al 1966). 

Se ha aagerido qae otro mecanismo, mediante el ca.al el ácido abscísico -

ejerce sa control en el ~roceso de escisión de &rganos es interviniendo -

en el transporte y la distribación de fotosintatos (Allsopp, A. 1965). 
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En tcipinas luteas, el transporte de sacarosa y asparaginina de las partes 

vegetativas a. los órganos reprodcictores es inhibido por la aplicación de 

ácido absc!sico {Porter, N.O. 1981). otros procesos de transp~rté que son 

inhibidos por ácido absc!sico son el de la captación y transporte de fos

fato en girasol {Erlands~n,o. et al 1978), y el de auinas y carga de -

saca.rosa en ?• vulgaris (Bes•le,;,E. et al 1974; Vrecigdenhil, D.:.1983). 

Algcinos hallazgos han permitido relacionar la elevada concentración de -

esta hormona cciantiticada, principalmente en el embrión de namerosas espe -
cies, dttrante la etapa de máximo incremento en peso seco: P. vulpris {Hsa, 

F.c. 1979); Gl7cine !!!! !1,.(Qt1ebedeau, B. et al 1976), Gossypittm hirscitam 

{Davies, L.A. et al 1972); !!• vulpre {Goldbach, H. et al 1977), !• aesti 

vwn_ (King, R.W. 1976) con sa. probable participación en procesos relacio

dos con el desarrollo de la semilla o da.rante la etapa de germinaci~n. 

En la semilla de· trigo, la capacidad del élioido giberélioo de inducir la -

proda.cción de ~ amilasa 7 la germinaci&n-.disminayen en :tancicSn de los. -

niveles de ácido absclsico acwnlllados durante la etapa de madaraci6n del 

grano (nng, R.w. 1976). 

Dare, L.S. (1975) postttla rma participaoi&n directa de esta hormona dt1.ran

te la embriogénesis en al~dón. Darante este proceso, el icido absc!sico 

sintetizado en el óvt1lo,es transportado al embrión en donde inhibe la -

tradacción de ARN mensajeros, específicos de la fase de geminaoi6n, im

pidiendo dt1.rante esta tase la germinaoicSn premata.ra o viviparidad. 
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En el maíz, las matantes q11e germinan premataramente (viv.fparas) tienen, 

ya sea niveles redt1cidos de ácido abscísioo (Brenner, M.L. et al 1977; -

Me Daniel, s. et al 1977), o baja sensibilidad a la inhibición del creci

miento, en respaesta a la aplicación de esta hormona (Smith, J.D. et al -

1978). 

1.5.4.- AUXINAS.~ 

Este grcapo dehol'monass tCcido indol-acftico, ácido 4-cloro-indol-3•ac4ti

co y ácido tenil-aoético (Cohen, J.D. et al 1981) se biosintetizan en las 

partes tiernas del tall:o, principalmente (Libbert, E.s. et al.1966) y son 

transportados polarnlente al resto·de la planta (Goldsmith, M.H.M. 1977). 

Influyen en di versos ·:procesos, dominancia apical, tormaoión de ra!ces, -

tropismos, caída de cSrganos, diterenoiaoión vaacalar, elongación (Bonner, 

B. et al ·1976), inda.cen la síntesis de ;& 1 ,4-¡,laoan-4-gla.cano hidrolasa 

(Byrne, H. et al 1975), y la de ARN (Key, J.L. et al 1967). Sas niveles -

elevados darante la formación de la semilla en alga.nas especies, Abelm-s

!!!!!' . .:Mºlllentas Ji!', L.ycopersioon esc11lentam, están asoo~ados con el per!2 

do deformación del endospe:rmo (Malik, C.P. et al 1980). 

En la semilla de ma!s,.la acam11lación y eaterif'icacion de auinas a carb! 

hidratos se ef'ecttia en el endospermo, preponderantemente durante la teroe -
ra tase del desarrollo del grano (Cohen, J.D. et al 1983); estos oom])Cles

tos son movilizados en la etapa de germinaci&n. Caando ésta se inicia, la 
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enorme cantidad de aaxina (Tabla 2), es movilisada rápidamente a raz6n de 

1% por hol'a (Bandaraki, R.s. 1983). 

TABLA 2 

AC11íD(l1DD0~3-ACE'l'ICO Y SUS CONJUGADOS EN LA SEMILLA DE MA.IZ ( +) 
.¡ . 1 Cantidad en Poroiento del 

Compa.eato peao seco ( mg/tg) total 

Aoido-biiidol-3-aof.tioo 0.5 o.a 
Indol-3-aoetll mio-inoaitoles 10 15 

Indol-3-aoetil mio-inoa!tol 

arabinósidos 15 23 

Indol-3-acetil mio-inositol 

galactóaidos 5 8 

Indol-3-acetil glucano 35 53 

(+).- (Banda.re.Id, R.s. 1983) 

Estos ésteres son transportados haoia las. zonas merisit.émátioaa más ~pi

damente q11e la auina libre (Nowaoki, J. et al 1980) en donde, al ser hi

drolizados, promueven el crecimiento de la planta (Banda.rski, R.s. 1983). 
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Las ftmciones de los elevados niveles de hormonas dátectados da.rante la

formación y mada.ración de la semilla, se pa.eden agrcipar en 3 grt1poss 

1.- Control del crecimiento y desarrollo de la semilla. 

2.- Control de la captaoi&n de. natrientes hacia la semilla da.rante la fa

se de intensa act111alaoión. 

3.- Acama.laci&n para sa posterior participación en el control de la gemi

nacicSn y crecimiento de la pl&nta.la (Bewley, J.». et al 1978). 
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2. - G E R M I N A C I O N 

En este proceso qae se inicia con la capatación de agaa y finaliza con la

emergencia de la radícula (Bewle:,·,J .». et al 1978) ,estan invol11crados un -

conjunto de eventos saceslvossimbibici&n,activación del metabolismo, ex -

tencicSn y división celular:, emergencia da la rad!c11la o hiPocotilo.(Bar -

lyn1G.P. 1972). 

Para hacer posible asta transición se conjugan namerosos procesos metabóli

cos 7 condiciones ambientales,entre los que se encuentran 1 

le-Captación de agaa. 

2.-s!ntests de leidos nuc~eicos. 

3.-S!ntesis de proteínas. 

4.-Activación de enzimas. 

5.-Regalación hormonal. 

6.-Bioenergéticos. 

7.-Via·de las pentosas. 

2.1.-CAP'l'ACION DE'AGUA. 

Como el metabolismo activo depend• de la presencia de ag11a,an paso cr! -

tico hacia la ~rminación es la captación de agua (la mayoría de--las -

enzimas presentan an máximo de actividad catalítica cuando el contenido d~

ag11a alcanza entre .0.3 y o.6 g de agu.a/g de protefna,en este rango de,con

centración se restablece el ambiente alrededor del sitio activo:, aamenta -

la velocidad de dift1si&n de·los s11stratos:, proda.otos (Stevens,E. et al 1979 
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La captación de agcia se efectáa a traws de 11n proceso de imbibición que 

esU detel'lllinado por 3 factores: la composición de la semilla, la permea

bilidad de las cubiertas 7 la disponibilidad de aga.a en el medio. Duran

te la imbibici&nelagua solvata a las part!calas coloidales 7 ocupa los 

espacios intercoloidales; el hinchamiento subaeonente de estas partíoa

las provoca ana presión a la qne se let. denomina 'Presión!! Imbibición, -

fenómeno de relevancia JlB,r& el desarrollo de la gel'lllinación, ya q11e pro

d11ce la raptara de las 011biertaa favoreciendo la implantación (Mayer-, A. 

M. et al 1982). 

Las c11biertas tienen t1na profanda intluenoiarsohre la geminaoión, ya -

que intervienen en diversos procesos, oaptaci&n de agma, intercambio ,a

seoso, difasión de imbibidores endógenos, e imponen restrioci&n mennica 

al crecimiento del embrión (Mayar, A.M. et al 1982). 

Atín.no es claro cómo las c11biert1.s adqaieren sa impermeabilidad al agua1 

experimentos realizados en el género Pis11m (f. satiwm, permeable al a

gua, .f• ft1lV1U1 Y-!~ elatias impermeables al agua), han engerido an meca

nismo en el col participan el ox!geno, oompuea:f;oa-;tenólicos y la °'"te-

col oxidasa·, q11e condace. a la f ormaoión de taninos en las semillas q11e -

son impermeables al agaa (Marraoh, I. et al 1974) • .. 
El patrón de captacicSn de agaa en la mayor!a de.las semillas presenta,3 

taseat la laae I o de imbibición es dependiente del potencial hidrataclo -
nal-, éste se atribaye a la capacidad de las matrices ( pared oelt1lar: 7 -

contenido, celular) de anir agcia. 

Dnrante la tase sig11iente1 Ii1ase II, las semillas mantienen, en fase lag, 
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altos niveles de hidratación. En estas tases, I y II, los patrones de

captación de agaa oc11rren independientemente de la viabilidad de la se

milla { viable o '10 viable) y de si la misma se encaentra en estado laten -
te. 

Desde m1 pa.nto de vista general, el concépto de latencia en an sistema -

biol&gico se aplica a la s11spensión temporal del crecimiento activo, la

ta pmede ser impuesta por-- condiciones f'!sicas desfavorables ( poca clispo

ni bilidad de ag11a, temperaturas bajas, etc.). Si el crecimiento se reac

tiva al restablecerse las condiciones favorables se le denomina Latencia 

'l'emporal, si 4:ste no se restablece se le denomina simplemente Latencia, 

{Moore, 'l'.c. 1979). 

Por sa asociación con la germinaci&n visible, la Fase III tfnicamente la 

muestran las semillas que pueden desarrollar esa capacidad. Los procesos 

metabólicos qae conducen a la germinación se inician en la Fase de imbi

bición (Fase I), pero cualitativa y c11antitativamente loa procesos meta

bólicos previos a la germi1111ción ooa.rren durante la Fase II ,{la re~idra

taoicfn de semillas q11e se hablan imbibido bajo cond.iciones limitantes de 

ag11a, permite reducir el tiempo de la Faee II, lo qae indica que los pro -
cesos que condaoen a la germinación ya se hablan iniciado durante esta -

fase). La expansi&n celolar qae permite la elongación de la radfeula -

d.ndka el estado final de la germinación, &ato preswniblemente ocurre -

porqoe el asa.a. al ingresar a la c&lala, incrementa la presión de targor, 

provocando la expansión de la pared celalar. 
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La germinación, caando es posible, ea-M asociada a 2 factores principal

mente, 

1.- La reda.cci&n en el potencial osmótico de las ella.las de la radícula 

trae como conaecaencia la oaptacicSn de.más agaa del ambiente, qa.e al in

gresar, incrementa la presicSn de ta.rgor. 

2·.- La modificación de las propiedades estra.ct11ralea 7 mecánicas d.e la -

pared. cela.lar qa.e hacen posible la expansicSn celt1lar. 

El incremento en la captacicSn d.e agaa, qa.e ocurre en la Fase III, está -

asociado inicialmente con la diamina.oión de los potenciales hldrico 7 -

oamótio.o, este 41 timo proda.cido por· la, hidrólisis de las aa.stancias de -

reserva. 

La da.ración de cada fase dependerá de las propiedades intr!nsecaa de las 

semillas, ejemplos cantidad de sustratos hidra.tablea, pemeabilidad de -

las oa.biert.aa, captacicSn de ox!geno, tamaño, e1ic., y de las condiciones 

de imbibioi&n, ejemplos niveles de hwnedad, temperat11rai.(Bewley, J. D. -

et al 1978). 

La diamina.oicSn en la captaci&i de agaa en semillas expa.eataa a bajas tem -
perata.ras se atribaye al incremento en la viscosidad del agd&i {Murpby:,, J_: 
B. et al 1982). 

El proceso de imbibición en ma!z se inicia a traws del pericarpio, aa.

mentando.de volt1111en rl:tpidamente, las primeras olla.las qa.e se reactivan -

son las del meristemo radica.lar 7 las de la coleoriza (Saas, J. E. 1955)• 
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2.2 • ..METABOLISMO DE ACIDOS NUCLEICOS DURANTE·LA OERMINACION EN CEREALES. 

2.2.1.-ACIDO.DESOXIRIBO:NUCLEICOt 

La captaciln de a!fla transforma al embri6n latente temporalmente (óon ba• 

jos niveles metabcSlicoa) a an estado de desarrollo activo; la s!ntesis -

de maoromoléca.las, como ADN, ARN y protefnaa, qa.e se encontraba smspendi

da,tambitfn se reactiva con el inicio de la imbibición. 

En ma!s, la a!ntesis de ADN se reactiva entre las 50 y 70 horas deapa.ls -. 

de la imbibición, loa primeros tejidos en asa.mirla son los de la prmta de 

la ra!z, la ooleorisa .. y la región del n11do esc11telar (Stein, · O} L. et al 

1963). 

En el embrión de trigo, la sfnteais de ADH midlda por incorporación de ti 
. -

midina tritiada ae inicia en la primera hora despt1ls de la imbibición (Ta -
bla No. 3, Blowers, 1979), permaneciendo a bajos niveles. St1 ascenso a -

las 18 horas,de imbibición (Bflchowicz, J. 1974) depende de la síntesis~ 

novo de la enzima ADN polililerasa, dependiente de ADN (Mor.,, Y.Y. et al -- . . . 

1975). Pero no obstante el notable incremento en la actividad de esta{en

sima ( 8 veces a las 18 horas de imbi bioi6n respecto a · 1a aoti vid.ad caan

tificada en el embrión seco), .la s!ntesis de ADH, en trigo, no es indis

pensable para el· desarrollo de la germinaoicSn, ra qa.e rangos de inhibi

ción en stt síntesis hasta de an 75'1' no la afectan (Datta, K. et al 1983). 

Sin embargo, es. necesario aclarar q11e no exi_ste a.n criterio a.nitorme en -

lo q11e se designa como germinación~ Para alga.nos aa.tores la germinación 
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se completa caando se observa la emergencia de la radícula o hipocotilo 

(Bewley, J.D. et al 1978J Berlyn, G.P. 1972), mientras q11e para otros, -

este proceso eat, delimitado por el inicio de la a!ntesis de ADN y el de 

la división celula~ (Osborne, D.s. 1980, .1981). 
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2.2.2 • ..SINTESIS DE ACIDO RIBONUCLEICO. 

En ejes embrionarios a·islados de maíz, la fase I del proceso de oaptacicSn 

de agcia se completa entre la 3a. 7 4a; hora despu4s de:\tiliéi.aia la imbi

bición. La síntesis de ARN piieñj ser detectada en la región radicular des

de el inicio de la imbibición, preterencialmente en la región na.cleolar 

(Faltan, S. et al 1981). 

La reactivación de la síntesis de ARN en ejes embrionarios aislados de 

maíz se observan 3 estadi.os sacesivosi:· 

El estadio 1 {hasta la 2a,.hora despuls del inicio de la imbibición), se 

caracteriza pc,r la síntesis de A·RN heterodisperso naclear, rico en adeni

nas >y baju niveles de ARN' de tr&nsferencta. 

ml estadio 2 {entre las 24 7 48 lioras despals de iniciada la imbibición), 

estl caracterizadb.i por la síntesis de preca.rso·res de ARN ribosomalJ y ARN 

heterodisperso na.oleolar, 7 

l!n estadio 3 (a partir de las 48 horas desp11és de ~niciada la imbibioic1n)· 

en el qa.e se procesan los preca.rsores de ARN .r.ibosomal 7 se sintetiza ARN 

heterodisperso na.olear {Van de Walle, c. et al 1976). 

El ARll heterodi,sperso n11clear es procesado rápidamente, originando el 

ARN mensajero funcional, estas mollea.las p11eden deteo:t.~e en polisomas 

a las 2 horas despties de~ inicio de la imbibicicSn {antes q11e finalice· la 

• fase I de captaci&n de aga.a). 

En maíz, la tl'$da.cci&n de estas molé.ca.las de ARN mensajeros sinteti21ados 

de novo se efectúa cuando an reda.cido nttmero de ribosomas preformadas son -- . 
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incorporadas a polisomas. El ARN ribosomal sintetizado es indetectable 

en la fase I de oaptaoió~ide aga.a, lo q~e indica que durante la germina

ción en ma!z, el tiem·po reqa.erido para el arri-bo de .ARN ribos.omal .al ci

toplasma ea mls largo qa.e el del ARN mensajero (Dommes, J. et al 1983). 

No obstante la. rapidez en la transfe.rencia da estas moléculas del ntlcleo 

al citoplasma, estudios efectuados con inhibidores da la transcrtpción 

en trigo, a.bican a los AU mensajeros almacenados como los compuestos so -
bre los que·recae la bios!ntesis de proteínas en máyor proporción duran

te la fase II de imbibición, ya qa.e la inhibición de la ARN polimerasa 

tipo II dependiente de ADN, con °"-amanitina incluso a valores del 40% 
' . . . 

a las 8 horas de imbibicicSn, afectan ligeramente el crecimiento del em

brión ('Datt~, K. et al 1983). 

En trigo, cuando sus embriones se imbiben a oºc por 75 minutos y se trans -
fiaren a 25°c, la slnteáis de ARN ribosomal yARN mensajero puede ser 

caantitioada a los 10 minutos.; estas mollea.las migran del nctcleo al cito

plasma en donde pa.eden detectarse entre los 30 y 90 minatos después del 

inicio de la imbibición (Spiegel, s. etal 1975). 

En este cereal, el ARN mensajero- repreaenta el 25% del total qtte se trans -
fiera entre la la. y 6a. horas desp~4a del inicio de la imbibioi&n. Entre 

la 6a. y 18a. horas siguientes, la velocidad de s!ntesis de ARN ribosomal 

se incrementa 10 veces, este incremento coincide con el período de expan

sión celular y con un aamento significativo del nivel de'actividad de la 
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ARN polimerasa tipo I dependiente·de ADN (Mazús, B. et al. 1976). 

Han sido repor,ados divel'Sos mee>anismos q11e pueden participar en la regula .. 

oión de la velocidad y tipos de ARN qd.e se _sintetizan durante la gemina.. -

oi&n en oereales¡entre estos se posta.la la existencia de un control a.ni -

vel de fosforilacicSn-defostorilación de la ARN polimerasa tipo II dependien

te de·ADN (Mazcts,B. et al 1980) y de ·las proteínas oromosomales,cambiando -

este último mecanismo la actividad de molde de la cromatina (Trewavas,A. -

1979),(Sasaki,K. et al 1982). 

Otros posibles pantos de control lo representan los niveles de1actividad -

de las ARN polimerasaa dependientes de ADN y la- concentración de rlbon11 -

oleótidos,los embriones de trigo en estado seou,,contienen niveles altos -

,de actividad de la ARN polimerasa tipo II dependiente de ADN,los cuales per

manecen constantes durante las primeras 24 horas· de germinaci&n;su activi -

dad se incrementa eiltre las 24 y 36 horas de iniciada·1a germinación (Ma -

ztis,B •. et _al 1976);mientras que la actividad de la ARN p_olimerasa tipo I -

dependiente de ADN que se encuentra baja en el embm.ón en estado seCt>,s~

inorementa entre la 6a i 36a horas de!germinacicSn.(Spiegel,s. et al 1975). 

La,. velocidad _de transcripción paede estar controlada por los bajos nive -

les de ribonuoleotidos,en los embriones secos de trigo,los ribonuclecSti -

dos de pirim~dina e.e encuentran a an nivel inferior a 1 pmol/mg de peso

seco (Che11ng,C .P. et al 1978) • 
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2.3.- BIOSIN'l'ESIS DE PROTEINASt 

En cereales,la operatividad del sistema de, s!ntesis de,prote!nas se, inicia

c:on la captaci&n de· agua;en los ejes embrionarios aislados de· ma!s,lat sínte

sis de prote!nas pa.ede ser de·tectada da.rante la primera hora, de 1mbi bici&n • 
. ' ' , 

(Sánche~ de Jim&nes~E.el at. 1981) ,a los 20 miiJl de imbibici&n en trigo {Chen. 

n. et al 1968) 7 a loa 15 minen arroz y centeno (Bhat,s.P. el at 1975)(sen

s.et al 1975). 

En maiz)esta reactivaoi6n de la sfntesi~ de proteínas en las etapas iniciales 

de imbibic:l&n ño.·.es afectada significativamente por, la adici&n de- inhibictores 

de la sfnteais de ARN mensajero (Sánches de· Jiménez,E;. et al 1981) 1°' q11e1 a11-

giere qa.e al menos en esta etapa la s!htesis de pr.ote!nas no depende,eXC1l11si

vamen11e~de· la sfntesis de novo de ARN mensa-jero (DQnunes,J.et a1·1983). 

La mayor actividad de s!ntesis de pr.otelnas en maíz se concentra en el e-je,

embrionario (Sánches de1 J~ménes, E.et al 1981),en centeno,las· olla.la• de, lai. 

c:oleoldzat son las pr.imeraai en iniciar la s!nteaia de, prote!nas:i ( de11p11és de 15 

mi~ de imbibici&n) (Sen, s. et al 1974),en cebada,los ·mayores· incrementios -

en la sfntesis de prote!na&l lo preaenta la rafz, en de-sarroll1&. (a las 5.s=: -
horas de iniciada la germinaci&n).-(Stoddard,J.L.et a1·1973). 

El incrementb en la capacidad de s!ntesis de- prote!~S:i del embri&n de· trigo-
,• 

parece sel" obligatort·O' para la germinaoi&n,la inhibioi&n de, la sfntesis d9'l -

protefnas dttrante la imbib10i6n (Cic-loheximida 5.Jlg/ml) ca11sa ttna. inhibici&n-
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del incremento· seoandario en peso treao:o por más del 9~ a las 16.5 horaa 

y del 80% a las 22 horas de germinaci&n.Si los embriones se transladan a -

· u medio, libre de oicioheúmida,p11eden recuperar s·a capacidad de incremen

tar a11 peso fresco desp114s de 5.5 horas ,esta evidencia indica qae se reqai'e 

re de an periodo previo de.· síntesis de prote!nas para el crecimiento 111 tarioi

de emb~i&~.(Marcnaa,A. et al 1975). 
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2.4.- ACTIVACioN· DE ENZIMAS DURANTE LA--.GERMINACION. 

La germinación de las semillas está·caracterizada por an incremento en la 

actividad de la mayor!a de los sistemas enzimáticos y por la aparición de 

na.avos sistemas enzimlticos. 

Alganas·enzimas q11e se prod11jeron d11rante la formación y desarrollo de la 

semilla se transforman a formas inactivas en la mada.rez, las q11e son -reac

tivadas inmediatamente con el inicio de la captacicSn de agua, ej.s la 

zeatina oxidasa en ma!sJ triosa fosfato• isomera~a, fosfo t'r11ctocinasa•, ma 
. -

lato deshidrogenasa y gla.cosa-6-tosfato deshidrogenasa en chfcharo (Gor

don, I.L. 1980). 

Otro gra.po,de enzimas se activan en _an periodo posterior al inicio de la 

imbibicicSn,, este grapo de en~imas reqa.iere, generalmente; de otros facto

res adicionales al de la imbibicicSn para manifestar sa. actividad. 

Un tercer gra.po de enzimas son activadas tard!amente, estas requ.ieren de 

slntesis de proteínas. 

Por 41.timo, alganas actividades ensimáticas se manifiestan prevta activ.a

cicSn de genes, sfntesis de ARN mensajero y s!ntesis de prote!nas (Mayar, 

A.M. 1977). 

La interacoicSn protelnasprotelna es uno de los meoanismos(qcie no, req11iere 

s!ntesis previa de proteínas) qa.e pa.ede modalar la actividad de alga.nos 

sistemas enzimáticos en 1.os estadios iniciales de la germinaci8n. 

Los embriones secos de 'trigo contienen an fact~r protéico asociado· a ero-
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lllatina, qae es capaz de estimalar la actividad de la ARN polimerasa tipo 

II dependiente de ADlJ: (Walerych, w. et al 1982). 

En Ap:ostemma githago se ha detectado llll inhibidor glicoprotlico de las 

ARNt sintetasas (Hecicer, M. et al 1974). 

La actividad de la alcohol deshidrogenasa de maíz es regulada por ia pre-

sencia de 1111 inhibidor protlicoJ el incremento en la actividad de esta 

enzima darante el desarrollo de la germinaoi&n está asociado con el de

cremento de este inhibidor (Ho, D~.H., et al 1975) • 

En R. commllJlis,_ el incremento en las actividades de la G61'DH y la aldola- -- . 

sa, se ha atribaido a ~a aotivact&n de las enzimas ·pre-existentes (Bian

ohetti, R. et al 1965). 
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2.5,-ASPECTOS BIOENERGETICOS DE LA GERMINACION. 

L~ semilla en estado seco manifiesta baja actividad metab&lica, su trans! 
.. 

ci&n del estado de reposo al de gel'Dlinaci&n va aeompañada por a.n ntpido 

incremento en la actividad biosintltica dependiente de energta; la canti

dad de ATP disponible es an factor limitante para la actividad biosint&ti

ca de proteínas (Marca.a, A. et al 1966) y el desarrollo de.la germinaci&n 

(Ching, T.M. et al 1972), 

El eje embrionario de trigo en estado seco contiene bajos niveles de ATP, 

la mayoría ,de sas adenilatos se enea.entran en la forma de AMP (Oberndorf, 

R.L. et al 1974); d11rante los primeros 20 mint1tos de imbiblci&n, los nive

les de ATP se incrementamen m,a de 100 veces (B~ooker, J,O, et al 1977), 

mostrando:i solamente ligeras variaciones darante las 15; horas sigaientes 

(Obendorr, R. et al 1974). 

El AMP es transformado presumiblemente v!a ADP a ATP (Tabla:?> ) (Brooker, 

J.C. et al 1977). 

NIVELES DE NUCLEOTIDOS DE ADENINA EN EJES.EMJ3RIONARI0S 

DE TRIOO DURANTE LA GERMINACioN·. 

ATP ADP AMP TOTAL CARGA ENERGETICA 

(nmoles/125 mg de embriones) 

Secos 1 47 159 207 0,12 

20 min 133 26 13 172 0.85 

40 min 161 23 5 189 0.91 

3 horas 250 23 8 281 0.93 

5.5 h 259 24 3 286 0,95 

TABM No,3 
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Este rápido incremento no p11ede estar relacionado con la fostorilación 

oxidativa,Ma q11e· las mitocondrias (remanentes de la fase de reposo,) no, 

se han estrmct11rado,y son inefici'entes para la síntesis de ATP, esta ac

tividad se incrementa a medida q11e la imbibición pro~sa. En este desa

rrollo están invol11crados aparentemente 2 aspectos: la inoorporaci&n a la 

membrana mitooondrial de prote!nas·pre-existentes en el citoplasma y a la 

formación de n11avas mitocondrias (sato., .s. et al 1975). 

At1nq11e ia actividad glicol!tica en la fase inicial de la ge:rlÍlinación es 

mayor qa.e la del ciclo de Krebs, es dif!otl qt1e paedacontriba.ir signifi

cativamente a increment~tr"los niveles de ATP en las primeras horas de im

bibición (Maye!", A.M~ 1977). 
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2.6 .-FONCION. DE· LAS FITOBORMONAS DURAN'l'E LA·, GERMINAOION.-

Las fit'ohormonaasácido gibeÑllCD,ác:r:l.d• abaolaicn, r. citooini~a,partioipaa -

en· el control de dive~oa prooeaoa do.rant•·la foi'maci&n y la germinaoicm a, .. 

las semillaa,li'ige-1, (:Blaak,M.1980/1981}. 

2.6.l e""'1C1DO GIBERELICp.-

En ce'bada,el ácido gi berélicro remanente del pro.ceso de formaoi&n del grano

Y _el qo.e 88 sintet!S&t do.Nnte ,la pmizráét&n ~pr!noipalment~ en el eacute -

1111111 (MacLeod,Aele et al,1966) y en la regi&n nodal del eje embrionario 1\

(1$dley,11.l967};dif'ande ciea<J.e, el inici~ de, la im'Mbicdln hacia laa ollo.las

d.-. la capa de aletlrona en las qae· regala la prodacai&n y aecreoi&n de ensi

mas hidrolft!caa,e-j.1 amilaaa (J'llner,P.et al 1967},proteaa~ (Jaoobsen, -

J ¡V, et al 196.T,) y rl bono.oleasa ( Bannet, ~ .A I et al 1972) ,las cuales movi -

liman las st1stanclas de reserva del endospermo par.a apoyar el cl\l·aarroil/.o, -
:1·: -< 

del e~br!&n (Chrispeels, K.J. et al 1967),(Ho, D-~'!J.1979) (Mozer, T.J. • 

1980). 

In las dla.las alal.adaa ele·· la ·capa ele, alea.rona,el proceso de~ Dlcremell'to en -

la proclo.ccd.&n ele ,:amilasa,proniovielo por la aplloaci&n ele~ 4cido gibe:Ñlicxo -

presenta 2 tase111 üna ... tase lag entre la teroera ·y ca.arta hora ( en este=, perlo 

do,se iniola la transorlpci&n del ARN mensa~ero q~e ooainoa para la sfnte -
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sis de ol-amilasa (Mozer, T.J., 1980), y u.na seganda fase de rápida y 

constante act1111a.laci&n de. esta enzima después de la 12a. hora de so. adi

ción. El ácido giberélico interviene en la primera fase, incl_'8mentando la 

transcri,pción del ARN mensajero que codifica la . síntesis de (l( -amilasa 

(Bernal ... Lugo, I. et al 1981). El incremento en la proda.cc'ión de CX:-ami

lasa qa.e se inicia después de las 12 horas de tratamiento no está ea.jeto 

a control transcripcional ya qa.e los niveles de so. ARN mensajero permane

cen constantes entre la 14a. y 32a. hora, y la adición de inhi bidores de -

la transcripción (cordicepina) al inicio de esta fase (12a. hora) no blo

qa.ea sil incremento, s11giriendo· qa.e el ARN' mensajero qa.e la codifica se -

transcribe durante las 12 horas iniciales (Ho, f>.ll'~Ji• 1980). 

En este tejido el ácido giberélico proma.eve, además, la formacidn de ret! -
ca.lo endoplásmico ra.goso (Jones, R.t. 1969a, 1969b; Vigil, E.L. et al 

1973}. Este incremento (medido por la incorporación de 32P en fosfolípi

dos de membrana, se inicia entre la 3a. y 4a. hora, alcanzando su máximo 

a la 12a. hora después de su adici6n: Evins, W.H. et al 1971), puede re

presentar u aamento en el recamb1. o de fosfol!pidos ( conversión de lfpi

dos almacenados a l!pidos de membrana) mediado por ácido giberélico ya 

qa.e esta hormona incrementa la actividad de 2 ensimas involucradas en la 

formación de lecitina: la fosforil colina citidil transferasa y la fosfo

ril colina glicárido transferasa a l·os 15 mina.tos despa.fs de su aplicación, 

efecto qme no depende de síntesis de proteínas (Ben-Tal, Y. et al 1974). 

-
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Como la. actividad de la fostoril coliaa glicérido transterasa es inhibi -

da por calcio,la activación de esta enzima paede atrib11irse a la redie -

tribó.ció:a de este ió:a mediado por ácido gigerélico (Ho,11.TlJ. 1979). 

Ea embriones aislados de ma!z,la adici&n de ácido giberélice prod11ce,u -

incremento entre el 20 ·y el 4~ ea la ·s!atesis de ARN a las 4 horas de-. -

imbibici4•;en el esc11tellwn,el ARN ribesemal es la fracción q:a.e se !acre -

menta en mayorproporeiln (Wielgat,B. e~ al 1974);ea leeila.ga,la aplicaeión

de esta hormoaa da.rante el proceso de germinaciSa •o iaorementa la s!• -

tesis· de ARN pere sí la d~ prete!nas y la tormacién de poli.somas {Fo11ntai•

D.W. et al 1976). 

Su asoeiaci&n con el proceso de raptara de la late•eia,pr•vieae de los• 

hallazgos efeetuades ea Cerzlus avellana L. en donde, la finalimaeié• de este

periodo correlaci¡ia ••o• aa 111.crem~•' en lh niveles de, AG1 y d& ,o9 en • 

an rang• de 40 y de 300veces respectivamente (Williams,P.M. et al 1974). 

Sa. aplieaciln d.ttrante· la captacila d.e ag11a a-s-emillas latentes ele Avena -

tat11a pr•da.ee,u i•orement• en la actividad de la glucosa-6-fesfato des• 

hidregenas~·y de-la 6-f'esteglttcenato deshidr.genasa (Xevaos,M.I.P. et al -

1976). 



2.6.1~ ACIDO ABSCISICO. 

Durante el desarrollo de las plantas se producen cambios en la disponibi

lidad de hormonas (conjugada/libre), así mismo variaciones en la relacicSn 

interhormonal, indicando que las transiciones entre las diferentes·etapas 

f isiol&gicas p11eden estar c~ntroladas por los ni vele·s hormonales relati

vos, relao!cSn activador/inhibidor (Xhan, A.A. 1975). Esta relaci&n con

trola la pPodf.f.Cé18n de -amilaaa ,. sn las cll11las dé¡ la , .capa de aleurona 

en cebada, la adición de ácido abscísioo a este sistema no bloq11ea la se

creci&n de prote!nas, pero s! regala el efecto promotol" que ejerce el á

cido giberllico sobre la produoci&n de o4 -amilasa, aparentemente a tra

vls de 2 mecanismos, m~diante la reduccicSn del ARN mensajero q11e codifica 
¡ 

para la sfnteais de esta enzima (a las·l2 horas despuls de la adicicSn-) y 

red11ciendo su traduoci&n, particularmente en la etapa final de la seg11nda 

fase (Thomas, J.V.H. et al 1982). 

En lechuga, la síntesis de proteínas en las etapas iniciales de la germi

nación (4a. hora desp114s del inicio de la captaci&n de -gua) es inhibida 

por la adición de ácido absc.!sico, este efecto es contrarrestado por cito

cininas y leido giberllico (Fountain, D.w. et al 1976). 

Del mismo modo, en embriones aislados de trigo la síntesis de proteínas 

es inhibida por ácido abso!sico y promovida por ácido giber&lico dnicamen

te dentro de las primeras 6 horas de imbibición (Chen, D. et al 1970). 

En ~lgiµias especies(!!!,! .!l? y F'raxinus americana) él mantenimiento de la 

latencia correlaciona con 11na concentración elevada de ácido absc!sico 
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(Jackson, G.A.D. 19681 Sonheimer, E. et al 1968). 

En Sinapsis!!!!, el mecanismo de inhibici&n de la germinaci8n mediado por 

esta hormona estl abicado primariamente a nivel del control del proceso 

de captación de agaa y no en la modulación de la síntesis de ,oidos nac1,1 -
coa y proteínas (Schopf'er, P. et al 1979). 
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2.6.3- CITOCININAS. 

La.s·citocinina.s participan en diversos procesos biológicos, ej.: ino~men -
tan la s!ntesis de ARN (Chen, D. et al 1970; Kala.eva, o.N. 1981), favore

cen la formación de polisoma.s (Founta.in, n.w. et al 1976), estimulan la 

oitocinesis (Miller, e.o/ et al 1955); y. la síntesis de prote!nas (Gef ... 

ter--, M.L. et al 1969). 

Como todas ras fi.tohormonas, las oitocininas ejercen una acción prima.ria 

sobre la permeabilidad de la membrana, esta interacción puede afectar la 

velocidad de hidratación, la liberación de enzimas, el transporte y la 

concentra.cton de iones, el pH, y el contenido~y la. disponibilidad de sus

tratos, procesos de significancia en el desarrollo y control de la germi

na.ci'6n (Veldstra, H. 1944). 

Un efecto rápido, en seg11ndos, de este grupo de hormonas, es el de aa.men -
tar la pemeabilidad de:las,:membranas al agaa y a la glucosa (en membra

nas artificiales: Stillwell, w. et al 1983), y la captación de potasio en 

los cot11lédones de girasol (Ila.n, I. et al 1971). 

Las oitocininas estimulan la ge1'11linación en algu.nas especies, ej.: en pe

ra,. (Khan, A.A. et al 1968), en ejes embrionarios de frijol (S11ssex, I. et 

al 1975), y en lecha.ga (Founta.in, n.w. 1976), efecto qa.e es reve:rtldo pon, 

el ioid())absc!sico~en todos los casos. 

En maíz existe poco intercambio de oitooininas entre el eje embrionario 

y el esoutellam da.nante las etapas de captación de agua e inicial de lai. 

gemi'nacb~ri, ,. , a. diferencia del existente entre estos tejidos con raspee-
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to-, al transport·e de giberelinas ( esta hormona es exportada del eje embrio 
. -

nario al endospermo durante la imbi'bioión, Jaoobsen, J.V. et al, 1979), 

ya que a las 72 horas despuls de la aplioaci~ón de 8( 14c) t-zeatina a,, em

briones de ma!z en germinación, el 74% del compuesto no transformado se 

localiza en el eje embrionario, indicando el poco intercambio entre estos· 

tejidos. St1 alta concentración en eje embrionari:o·refleja st1 activo meta

bolismo con respecto al endospermo (Van Sta.den, J. 1981). 
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2.7.- PARTICIPACION DE LA VIA DE LAS PENTOSAS DURANTE LA GERMINACION. 

La glio&lisis y el oiclo de Krebs no son las IÍnicas ratas oxidativas de 

carbohidratos qae se activan durante la germinación {Maye:r,, M. et al 1980). 

La v!a de las pentosas, tercera rata de oxidación e interconversión de car, 
' -

bohidratos s11111inistra a la c&lala diversos compuestos qae son fundamenta-

les en el metabolismo intermediarios (Fig. 2 ) 

1) NADPH extramitocondrial 

2) Ribosa-5-f'osf'ato 

3) Fractosa-6-f'osf'ato 

4) 3-fosf'oglioeraldelido 

5) Eritrosa-4-f'osfato. 

El incremento en la actividad de la vía de las pentosas está asociado a 

diversos procesos metabólicos: elongación cela.lar,en raíces de chícharo': 

(Satclif'fe J.F. et al 1974); síntesis de ARN y ligninas en el extremo api

cal del hipocotilo, en Phaseolas mango {Ashihara, H. et al 1975), y en cé

lulas en caltivo !!! vitro de Vinca rosea la máxima actividad de esta rata 

coincide con el máximo consamo de oxígeno y de síntesis de ARN {Kanamori, 

I. et al 1979). En semillas de Avena,. f'a.taa, la rapt11ra de la latencia está 

asociada con el incremento en la actividad de la Glaoosa-6-fosfato-deshi

drogenasa (Kovaos, M.I.P. et al 1976); y en las·semillas de Coeyl~s avell3 

na L. la rapt11ra de la latencia mediante la. exposición a. bajas temperata.--
ras {Fig. No. 3 ) coincide con el incremento en la actividad de la gla.co

sa-6-fosf'ato-deshidrogenasa {Fig. No. 4) (Gosling, P. et al 1980). 



61 

i-Fos/offluconato 7j) , Glucosa-•-P 
í.l.31S¿ 

ta NADPH NADP+._ 

Ribulosa-5-P 
2 3 "I ! ' 

J/ ~ 

Fosfogliceraldehido 
., 3 ' 4' 

Fructosa-6-P 
,r / !' 
/ Fructosa-1,t-p 

233,tS, a 

/,
3-Fosfogliceraldehido 

¿ 5 ,, 
NAD+ 

p· 
l,S1 z NADH 

l,S-Dzfosfoglicerato 

I ~ADP 

hATP 
3-Fosfoglicerato 

1t 
2. Fosfaglicerato 

Á t 
Fosfoenolpiruvato 

rADP 
¿ !'-,.ATP 

e~ qo COOÉf 
, 5 1 
J l 3 

ihidroxiacetona-P 
3 2 t 

Figara No.2.-V!a de las pentosas y sas relaciones con la v!a glicolítica. 

enzimas involacradas:a•Gl11cosa fos.fa.to isomerasa;b.Fosfofractocina.sa;e•Frac

toaa-1,6-difosfato aldolasa;d::sTriosa~fosfato isomerasa;e=Gliceraldehido -

fosfato deahidrogenasa;f•Fosfoglioerato cinaaa;g-Fosf'oglicerom11tasa;h•Eno

lasa;i•Piravato cinasa;j•06FDH;k•6-fosfoglaconato deshidrogenasa;l•Ribálo

sa fosfato 3 epimerasa;m•Riboea fosfato isomerasa;n-Transcetolasa;O•Trans -

aldolasa. (Ap Rees,T.1980) ~: Los námeros maestran la forma en qae cada 

vía redistribuye los átomos de carbono de la glacosa-6-foefato. 
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Figura No.3.-Ra.ptara de; la latencia de semillas de Corylus avellana L.me~

di.ante tratamiento a baja temperata.ra.·( Gosling,P.G. et al 1980). 
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Figura No.4.-Nivelee de actividad de la 06FDH en Coryla.s avellana L.d11rante-
- -

la raptara de la latenciatY germinación.(aosling,P.G. et al 1980). 
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Esta primera enzima de la v!a de las pentosas, cataliza la formación de'-

6-tosfogluconolaetona, la cual en una sega.nda reacción es hidroltzada ya

sea de·manera no-enzimática o mediante la enzima laotonasa, produciendo -

se 6-fos:fogl11conato (Horecker, B.L. et al 1953) (Brodie, A.F. et al 1955). 

El incremento en su actividad está asociado directamente al aa.mento en la -

s!ntesis de l!pidos, ácidos nttolei~los y a células en activa división (Pi -

lo, B. et al 1977, 1981) (Iyenga.r, s. et al 1981). 

La determinación de la relación de acción de masas de todas las reac:cionelit'

qtte conforman la v!a de las pentosas en diferentes tejidos1Hipoeotilo de,

Phaseolus mttn,so (Ashihara, H.et al 1974a,1974b); H!gado de rata (Greenbaum

A.L. et al 1971) ttbicó a esta reacción: Glucosa-6-tosfato deshidrogenasa + -

Laotonasa, como la 4nioa desplazada del eqttilibrio (el cambio de energía -

libre!! .!!!g, es de -11.4 Kcal. 13assham,J.A. 1973), por lo tanto; cinltica

mente irreversible (Crabtree, B. et al 1979) y con probable función regala -

toria (Newsholme, E.A. et al 1973). 

Los estudios cin,ticos realizados con la enzima proveniente de gl,ndula mama

ria de rata (Shreve, D.s. et al 1980) y de camote (Muto, s. et al 1972), in

dicaron que el control fino~~ de,esta enmima está determinado por la-
-+ 

relaci~n NADPH/NADP · (Ta.rner, J.F. et al 1980) (La glucosa-6-fosfa.to,incre-

menta la afinidad al NADP+ y contrarresta lai.inhibici&n qae ejerce sobre -
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la enzima el NADPH (Shreve, n.s. et al 1980), ai mismo tiempo; la reoxida -

oi6n in vivo del NADPH incrementa el flajo de. metabolitos a través de· la ---
v!a de las pentosaa.(Ap Rees, T. et al 1960.fBatt, v.s. et al 1961) ). 

En plantas, la vía de las pentosas y la glicolisis comparten enzimas e inter

media:nios (Ap Rees, T. 1980. Fig. 2 ).La fra.ctosa-6-fosfato generada en -

la vla de las pentosa& puede ingrasar &·la vía glicolítioa ó una vez trans

formada en glucosa-6-fosfato reciclar a través de la vía de las pentosas 6 -

metaboliza.rse .ª oligo y polisacáridos,. ;previa isomerizaoiSn a gla.cosa-1-

:f'osfato. 

Entre los datos que apoyan la existencia de la ~nteracci6n entre las v!as·

glicolítica y de pentosas se encuentran los siga.ientess 

1.- En los tejidos que presentan una activa v!a de pentosas,la velocidad -

a la que se transforman en co2 la frao~osa y la glaoosa marcadas con 14c en

C-1 y en c-6,·indioa que el reciclaje est, considerablemente limitado. 

(Ap Rees, T.1965). 

2.-El patr6n de· producciSn de·C02 cuando se saministra 140-glncosa marca -

da en átomos de carbono específicos muestra qae el carbono 2 y el carbo -

no 6 son metabolizados preferencialmente }después de sa conversión en pi -

rnvato y no como.resultado de sn reoirculaoión a través de la vía de las

pentosas.Áp Rees,T. et al 1960.;Durrell,M.M. et al 1974.;P:ryke,J.A. et al-

1976.;Stitt,M. et al 1978). 
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3.-cuando se suministra gl11oosa (14c-1 y 14c-6), una fracción.de la ri -

bulosa-5-fosfato es transformada en pir11vato.(Ap Rees,T.1980). 

El metabolismo de la glucosa a través de, la vía glio·ol!tioa predice que la

distribllción de marca radiactiva {oarbono-14) est, en equilibrio tanto -

en C-1 como en o-6 en todos los oómp11estos s11bseouentes a las triosas -

fosfato,por su parte,el metabolismo de la glucosa a través de la v!a d&'

las pentosas resa.ltarl inicialmente en 11n exceso de co2 eliminado de 140-1 -

en preferencia al eliminado de· ~4c-6, resaltando por lo tanto o.n exceso de

marca proveniente de·· 14c-6 sobre 14c-1 en la riba.losa-5-fosfato y- compues, -

tos deriva.dos (ácidos orgánicos,aminoácidos etc. Ap Rees,T. 1980). 

La. cuantificación del co2 q11e se l~bera c11ando se suministra glucosa marca

da con 14c en el átomo de carbono 6 6 en el átomo de carbono 1 se ha uti -

lizado como un parámetro para comparar la contribución de las vías glico -

lítica y de pent'osas a la degradación de hexosas (Ap Rees, T. 1980). El re

sultado se expresa como una relaci~n:c6/c1;una relación alta indica ana -

activa vía glicolítica,mientras que a.na relaciSn baja indica una v!a de pen

tosas activa.(Bloom,B. et al 1953) (Bewley, J.D. 1979). 
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Mortol&gicamente el programa de desarrollo de las angiospermas pa.ede di

vidirse en 3 estadios: 

1.- Fecandación y desarrollo del embrión 7 de la semilla. 

2.- Detenci&n del desarrollo del embrión y de la semilla. 

3.- CJerminación y crecimiento. 

La detención del desarrollo es un mecanismo gen&tioamente programado para 

proteger al embrión de las condiciones adversas, ejemplo: anaerobiosis, -

desecación, exceso de agaa, de temperatura, etc.) da.rante la diseminación 

y subsecuente geminación. 

En maíz han sido identificadas mutantes en todas las etapas de su progra

ma de desarroll.o (Coe, E.H. et al 197?:, Nea.f'f'er, M.o. et al 1968). 

En maíz, Mangelsdorr (1923) describió y clasificó en 3 gro.pos básicos a.na 

serie de matantes def'eota.oaas:· 

1.- Detecta.osas completas1 en este tipo de mutantes el desarrollo del ó

wlo se detiene inmediatamente· despa.ls de la fecundación. 

2.- Detecta.osas parciales: en este caso el desarrollo se detiene despufs 

de qa.e se ha generado a.na peqa.efia cantidad de endos_permo. 

).-Mutantes vivíparas: en las ca.alea el embri&n de la semilla madttra no 

ingresa al estado de latencia tem:poral (o detenci&n del desarrollo), ge~ 

minando prematttramente. 

En este ten&meno, qQe se presenta tambiln en otras especies, el embri&n 



germina 7 la pl,ntala crece a pesar de qae el cariopsis o trato no Jia,

completado la mada.rez 7 aún está a.nido a .la planta madre. 

Se ha demostrado qa.e la vivi~ridad en ma!z est, controlada por alelos de 

diferentes looi {~,, vP1 ~ vp2 , vp5, vp7, vp8, ,,,9, w3, 79, 7 z) (Robert

son, ».s. 1955, 1961)'. 

Todas las mutantes vivfparaa de ma!m son pleitr&pioas 7 afectan una gran 

variedad de caracteres: clorofilas, oarotenoidea, tamaBo de la semilla 7 
\ 

de la planta, latencia temporal 7 gemlnaoión (llo'Ji>erison, n.s. 1955). 

La existencia de mutantes vivíparas pa~oe indicar qae el estado de laten 
. :,· . -

cia temporal. ea opcional, en ltpr de una etapa obligatoria del desarro

llo (Sasaex, I. 1978). Esta hip&teais recibi& apoyo experimental al lo

grarse qae germinaran a vitro, sin pasar por el estado de latenoiai.tem

poral, embriones inmaduros aislados de namerosaa especies {Raghaven, v. -
1976, Johri, B.M. 1982). 

Be ha hiPotetisa~ qa.e durante la fomaci&n de la semilla el loido abscl

sioO'prom11eve la detenci&n del desarrollo dei embrión. Susaex (1978) pm,.. 

P1lBO an mecanismo en el cual la deficiencia de ag11a funciona como una se

ñal qae genera u incremento en la ooncentraci&n de esta hot'lllona en loa -

estadios finales del desarrollo de la semilla. El leido absclaico, acama

lado mediante este mecanismo, actú como an inhibidor de la transcri.,ipcicSn, 

saprimi'endo ·, a este nivel, la s!ntesis de proteínas necesarias pa.rai. la -

germinaoi&n,, impidiendo la viviparidad. Sin embargo, no se conocen los -

mecanismos mediante los 011ales el leido absctsico ejerce este efecto. 
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Se han analizado los niveles endógenos y los efectos de aplicaciones excS

genos de ácido abscísico sobre las mutantes vivíparas de maíz. Las matan

tes vp1 contienen niveles nol'lllales de ácido abscfsico (Robichaud, c. s. -

et al 1979), mientns qtte las ma.tant~s vivlparas vp2, vp5, vp7, vp9, a1 Y 

w3 contienen niveles de llcid.o abso!sico por abajo d.e los valores "norma

les" (Brenner, M.L. et al 1977). Muestran, adewts·, alteraciones en la~. bio -
síntesis de carotenoides. Esta vía, asa vez, comparte precursores o:on -

ua de las posibles ra.tas de bios!ntesia de ácido absc!sico (Milborr.ow, B. 

1974). 

Las mutantes vp5 tienen tÍllicamente bloqaeada la bios!ntesis de ácido abs

c!sico, mientras qae las mutantes vp7, vp8, 7 vp9 presentan a.n doble blo

queos en la captación 7 en sa bios!ntesis; asa vez, la matante vPl pa.ede 

tener can bloqueo a nivel del receptor del ácido abso!sico ya·iq:Oe no res

ponde a la aplicación excS{{ena de esta hormona (Robicha11d, c.s. et al 1980). 
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3 .- O B J E T I V O S • 

La importancia de la.vía. de las pentosas dentro del metabolismo interme

diario se manifiesta por la diversidad de precursores que genera para o

tros procesos metab6licos: 6-tosfogla.oonato {Warba.rg, o. et al 1935), ri

ba.losa~5-fosfato y ribosa-5-tosfato {Horecker, B.L. et al, 1951), sedohep -
ta.losa-7-fosfato y triosa fosfato {Horecker, B.L. et al 1952), eritrosa-4 

-fosfato, precursor de·t-fenilalanina, t-tirosina, L-triptofano y sustan

cias fenólioas incluyendo ligninas {Higa.ch!, T. et al 1967). 

En Rioina.s oomma.nis, la fase oxida.tiva. de esta via {Figura ~ ) proporcio

na del 51 al 68% del NADPH requerido para la s!ntesis de ácidos grasos 

{Agrawal, P.K. et al 1971), el 50% eni Persea.americana {Kik11ta, Y. et al 

1969), y en Heliantha.s t11beros11s L. contri boye con el 60-80% del NADPH ne·· 
. -

cesario para la síntesis de ligninas (P:eyke, J.A. et al 1977). 

Durante la germinación y finalización del periodo de latencia se ha desor! 

to qa.e esta r11ta. pa.ede tener fa.noiones regulatoria.s en ambos procesos (Ro

berts, E.H. 1969; 1973; Ma.yer, A.M. et al 1966; Ashihara, H. et al 1977; 

Gosling, P.G. et'·al 1980; Kovaos, M.I. et al 1976; La Croix, L. et al 1967). 

Sin embargo, los mecanismos mediante los caales esta actividad es regala.da 

en estos estadios no se han determinado. 

Los objetivos de este trabajo son: 

A)Determinar los factores q11e regalan la actividad de la. glu.cosa-6-fosfato 

deshidrogenasa /ia-rante -la geJl!ll!-nae-ión) en diferentes tejidos de la semilla 



de ma!z. 

B) Determinar la importancia de esta ruta metab61ica durante la germina

ción prematara de este cereal. 
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5.- MATERIALES Y METO DOS 
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5.1.-DE'l'ERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE OLUCOSA-6-FOSFATO DESHIDROGENASA (tcorn

berg, A., et al 1954). 

PRINCIPIO a 

Es-ta tlcnica de ca.antificaci6n de la actividad ensimátioa (praeba óptica) 

fae introducida Por War'btlrg (Warmrg, o. 1936) 7 se f'andamenta en la pro

piedad q11e tienen ·loa nacleótidos reda.cidos de adenina (NADH y NADPH) de 

absorber la.z·oon un pico máxiino a 340 nm, mientras qae.sa.s formas oxida

das no . maestran absorción entre 300 7 · 340 nm del espectro·: • En presencia 

de exceso de saatratos, la velocidad de redacción de NADPt en este caso, 

ea proporcional a la cantidad d.e ensima presente. 

REACCIONa 

gluoosa-6-tostato + NADP+ :::;:--, 6-f'ostogl11conato + N!DPR + H+ 

UNIDAD DE ENZIMA: 

La unidad de enzima se definitfDoomo la cantidad qa.e·oaasa a.n cambio de -

absorción de 0.001/min. 

REACTIVOS: 

1.- Glaoosa-6-fostato 0.02M. 

Sobre tm baño de hielo se agitan 522 mg de Gla.oosa-6-tosfato (sal de 

Bario) en 25 ml ~e ,cido ac&tico o.02M por 30 mina.tos. Ad~oionar 2.0 ml 
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de salfato de potasio 0.57M y se agita naevamente por 30 minatos. Se rem11e -
ve el precipitado de sulfato de bario por centrif11ga.oión a 2 500 rpm, _por 

10 minutos. La solució~ sobrenadante se neutraliza con. hidróxido de pota

sio 0.2M y se atora a 42.5 ml. 

2.- MgC12.6H20 O.lM 

3.- Amortiga.ador de medición (AM): 

Glicina 0.04M pH 7.5 

4.- NADP+ 1250 .J M·, Solaoión de Trabajo (ST). 

EQUIPO: 

1.- Espeotrototómetro PyE UNICAM SP 1800 

2.- Graficador AR 25 

METODO {Ensayo Cin&tico). 

INTRODUCCIONr.- De la expresión lineal de la ec11aeión de Michaelis-Menten 

(Eeaación No. 3): 

1.- E + p 

v _ !.nax [sol 
0-

k + [s l m o 



en donde: 
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V .. Velocidad inicial o 

[s]• Concentración inicial de sustrato 

ET= Enzima total (E+ ES) 

k3 = C onstant·e 

k • Constante 
m 

se establece qa.e la .c.11antificaci&n de V, en 11n sistema permi tir!a conocer 
o 

la concentración de enzima, ya q11e éstas son directamente proporcionales, 

k y ·k3 son constantes, y[S ]se pa.ede conocer·de las condiciones de ensa-
m o 

yo )Clark, J.M. et al 1977). 

El procedimiento más simple para la medición de V consiste en utilizar 
o 

altas conoentra.ciones de sustrato con el·propcSsito de mantener siempre S 

aproximadamente igual a f S J para qa.e sa. dismina.ción ( transformación) d11-
o 

rante ·el período de análisis sea insignificante; bajo esta condición, la 

velocidad de reacción desp11és de 5 minutos o eventa.almente 30 minutos PU! 

de ser·ig11a.l a la. velocidad a la c11al se inició. Con el tra.nsca.rso del 

tiempo la concentración del sastra.to podre llegar a concentraciones limi -
tantea o la concentración del producto form~do inhibir la reacción. 

Si la concentración de f S J que se utiliza es baja, ej.: [ S] • k ' la. m 

velocidad de la reacción decrecerá continuamente a medida que dismint1Ye la 

concentración del sastra.to, haciendo difícil la estimación de V0 • 

Otro parámetro-,qae es indispensable establecer experimentalmente es la 

cantidad de enzima a la caal se obtiene la actividad máxima y constante,en 
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este rango se enea.entra la concentración de enzima óptima para el ensayo. 

El ensayo cinético consiste básicamente en medir la velocidad de la· reac

ción de manera oontinaa. La ventaja fundamental de este método con respec 
' ' -

to al análisis de tiempo fijo es qae nos permite la observación de la li

nealidad o no linealidad de· la resp11esta. en función del tiempo, para lo 

ca.al Wl eqaipo,con graf'icador integrado es indispensable. 

La principal pra.eba para la medición de V consiste en un análists grá-
º' 

fico Y."~Dont!nuo de la velocidad de· la rea.eoión para observar si &sta es 

f11nción lineal de la concentraoiión de la enzima; este,an&lisis deberi ser 

aplioad01a todos los ensayos en donde se 11tilice la velocidad de la reac

ción para. medir·la concentración de la enzima (Cla.rk, J.M. et al 1977). 
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P R O C E D I M I E N T O 

Para determinar las condiciones de medición se efecta.ó la ca.antificaoión 

de la actividad enzimática en fanción de: 

A) Concentración de glacosa-6-fosfato 

B), Conc·entra.ción de N:ADP+ 

c) Cantidad de proteína 

bajo los siguientes caadros de reacción: 

1.--CUADRO DE REACCION CORRESPONDIÉNTE. A LA GRAFICA DE. ACTIVIDAD ENZIMAº

TICA - CONCENTRACION DE GLUCOSA-6-FOSFATO (Fig. 5 ). 

Amortiguador de Medición (AM) 

(glicina o.04M pH 7.5) 

MgC121.6H20 ( O • .lM) 

Gla.oosa-6-fosfato 0.02M 

Extracto enzimático 

Aga.a, o. b.p. 

Vola.men final 

VOLUMEN1 

0.5 ml 

0.3 ml 

Variable 

0.5 ml 
Constante 

3.0 m1 

0.3 ml 

Constante 

3.0 ml 

CELDA: de ca.arzo de 1 cm de paso de l11z 

TEMPERA TURA: 3o<>'c 

LECTURAS: 1 leota.ra/tntn 

VELOCIDAD DEL PAPEL: 1 mt~/om 

OONCENTRACION 

0.0069M 

Variable 
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TIEMPO DE LECTURA: 5 mina.tos para cada.determinación 

LECTURA -:DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA: Esta se obta.vo mediante el c4lc11lo de 

la diferencia entre las pendientes (cambio de absoroicSn a 340 nm en 5 mi

natos) entre el_problema y el blanco. 

Todos los ~eact!vos se manta.vieron a 30°c con exoepci&n del extracto enz! 

dtico,qa.e se mant11vo sobre hielo. La reacción se inició con la adición 

de NADP+, se preparó a.n blanco de reaccilón, al caal se le adicionó gl11c-o-

sa-6-tosta to. 

FUENTE DE LA ENZIMA: 

0.5g·de embriones (escutellam + eje embrionario) d~ mafz en estado _seco 

(germen 860 - 1373 - pool dent) r1:1eron homogeneizados 11t'ilizando el pro

cedimiento descrito, para la obtencfón del extracto enzimáti001 .previo a 

la oentrif11ge.citSn se .af'or& a 20 ml con la solación (AH).I -~esp11éa:;.d.e Da 

centrifa.ga.ción se dilayó li;, con la sola.c~4ñ (AM), esta dila.oi6n consti

tuyó el EEtiacto,Enzimátioo a.tilizad&en el Oa.adro de Reacción anterior. 

OUIMICA 
D, E. PG. 
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Figara.5.-Actividad enzimática a diferentes concentraoiones de Olucosa-6-

fosfato. 
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2.- CUADRO DE REACCION CORRESPONDIENTE A LA ORAli'ICA ACTIVIDAD ENZIMATICA 

- CONCENTRACION DE NADP+ (li'ig. No. 6 ) • 

Amortiguador de Medición (AM) 

( glicina o.04M· pH 7 .5) 

MgC12~6H20' O.lM 

Glucosa-6-fosfato 0.02M 

Extra.oto Enzimático 

Agaa,, c. b.p. 3 ml 

Volumen final 

VOLUMEN 

0.5 ml 

0.3 ml 

0.3 m'll 

constante 

o.5:m1 

Variable 

Variable 

3.0 ml 

CELDAS: cuarzo de 1 cm de pasO'l de ta.z 

TEMPERA.TURA: 30°0 

LECTURAS: 1 leota.ra/min 

VELOCIDAD DEL PAPEL: 1 min/cm1 

CONCENTRACION 

0.006M 

O.OlM 

2 000 )AM 

constante 

Va.ria.ble~ 

TIEMPO DE LECTURA: 5 minta.os para ca.da determinaoi&n. 

LECTURA DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA: Esta se obta.vo mediante el cálcu

lo de la diferencia entre la.a pendientes ( oambio1 de absoroi&n a·. 340 

nm en 5 minutos) enti,e el problema. y el blanco. 

Todos los reactivos se manta.vieron a 30°c con excepción del Extracto 

Enzidticc,:,1 q:ae se manta.vo sobre hielo-. La. reacción se inici'6 con la 
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adición de NADP+, se prepa.r<S a.n blanco al c11al no se le ~dicionó gla.oosa 

-6-fosfato. 

FUENTE DE LA ENZIMA: 

0.5g de embriones (esc11tell11m + eje embrionario) de maíz en estado seco 

( germen 860 - 1373- pool dent) f11eron homogeneizados 11tilizando el prooe

dimiento desori to para la obtención del extracto enzimático. Previo a. la. 

centrif11gación se aforó a 20 m1 con la solución {AH) y al final de la mis -
ma se diluyó 1: 5 con la solución {AM). Esta. dilación final' consti tayó el 

Extracto Enzimático utiliza.do en el ca.adro de reacción anterior. 



83 

{& 

./() 

(:) 
(i) 

c., 
~ 

~ 
~ 

"'ti ..... 
~ ' 

:::::i 
s 

I) L....-~,--,--T----r----r---r------------0 ./(} zo 30 40 'º 10 80 

_I, moles áe NADP+ 

Figara.6.-Actividad enzimática a diferentes concentraciones de NADP+. 
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3.- CUADRO DE REACCION CORRESPONDIENTE A:U GRAFICA ACTIVIDAD ENZIMrTICA 

~ CANTIDAD DE PROTEINA (fig, No. 7 ). 

A.mortiga.a.dor de Medición (AM) 

( glicina 0.041 pH 7.5) 

MgC12•6H20 O.lM 

Gla.cosa-6-tosfa to- O. 02M· 

Extracto En1imátiao 

Aga.a, c.b.p. 3.0 ml 

NADP+ 1250 )), M·' 

Vblumen :final 

CELDAS: ca.arz01l cm de. paso de laz 

TEMPERATURA: 30º0 

LECTURAS: 1 lecta.ra/min 

VELOCIDAD DEL PAPEL: lf min/ cm 

VOLUMEN 

0.5 ml 

0.3 ml 

0.3 ml.1 

Constante 

V'ariable 

Variable 

0.3 ml 

3.0 ml 

TIEMPO DE LECTURA POR DETERMINAOION: 5 minutos 

OONCENTRACION 

o.oo6M· 

o.out 

2000 _)),M 

Constante 

Variable 

125 _;.t M 

LECTURA DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA: Esta se obta.vo mediante el cálou

l())de la diferencia entre las pendientes (oambio-,de absoroi&n,a 340 

nm en 5 mina.tos) ntre el problema 7 el blano&. 

Todos los reactivos se manta.vieron a 30°c con excepción del extracto 

enzimE!tico qae se mant11vo sobre hie-lo.-La reaccilcSn se inició con la 
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adición de NADP+; se preparó an blanco al caal no, se le·adicionó glacosa 

-6-fosfato. 

F'UENTE DE ENZIMA: 

0.2g de ejes embrionarios de ma!z en estado seco (germen 860-1373-pool

dent) fueron homogeneizados utilizandOl el procedimiento descrito pare.,ia 

obtención del extracto. 

Aforo total del Extracto Enzimltico: 10 ml 
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CONDICIONES DE MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE LA GLUCOSA ... 6-FOSF'ATO DESHIDRO ... 

GENASA DE LOS DIFERENTES TEJIDOS DE LA SEMILLA DE MAIZ. 

De los res12.ltados obtenidos en los añalisis efectuados para el estableci

mientO'de los parámetros de reacción de la actividad enzimática se selec

oionaron,los valores considerados c:omo Sptimos, mismos q11e se reswnen en 

el sigcifente cu.adro: 

CUADRO DE REACCION CORRESPONDIENTE A LA MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA. 

Amorti-guador de Medici&n (AM1 

(glicina o.Q4M pH 7.5) 

MgC1'2 .6H20 O.lM 

Gla.cosa-6-fosf'atm o.02M 

Agu_a 

NADP+ 1250 J', M· 

VOWMEN 

0.5 ml 

0.3 ml 

0.3 m1 

0.3 ml 

1.0 ml 

0.3 ml 

CONCENTRACION 

0.006M· 

o.oui 

2000 _))-M'· 

125 ;,tM' 

Conservándose las mismas condiciones y procedimientos descritos d12.rante·· 

la o:ptimiza.oión de los parámetros de medición,; estas condiciones permiten 

obtener- linealidad en, la acti vid.ad enzimática con respeot-o, a la ooncentra

oi&n de enzima hasta úna cantidad equivalente a 6?0Jlg de prote!na (Fig. 

No. 7 ) • 
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Fignra.7.-Aotividad enzimática a diferentes concentraciones de Prote!na. 
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PREPARACION DEL EXTRACTO ENZIMATICO DE LOS DIFERENTES TEJIDOS DE LA SEMI

LLA DE MAIZ PARA LA CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GLUCOSA-6-FOSFA

TO DESHIDROGENASA•..,DURANTE LA GERMINACION,Y MADURACION DEL. GRANO. 

REACTIVOS: 

1.- Amortigaador para Homogeneizaai&n (AH) 

50 m?f KOl 

10 mM'MgC12.6H20 

100 - Glicina 

30 df Merca.ptoetanol ( adicionar· al moment01 de la Ji"omogeneizaoilcSn). 

Ajustan·el plfa 7.5 con HOl. 

EQUIPO: 

1.~Homogeneizador·"Politron"• 

2.- Ul traoentr!f11ga ''Spinco:'' Modelo L50 

3 • .;... Rotor Ti 40 

METODO: 

En una cápsula de procelana colocada so:bre cm bañ01 de-, h~elo, y a11xiliándo-

se con an bistarí,se separan los componentes del embrión de matz1 eje em

brionario 7 esoatellum (20 semiülas por determinaoi8n), se homogeneizan 

por separado,tttilizando: 11n volwnen de; mi de la solaci&n (AH, a veloci

dad m6:ima (escala 10) en el homogeneizador "Politron" por .10 segandos en, 

fr!o. Se afora con solaci&n (AH) a 10 ml y se oentrifaga a 22 000' rpntt d11-
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mnte 20 mina.tos a 4°c. El sobrenadante dilaído 1:-10 con l!a solucicSn (AM) 

oonsti tuye el Extracto Enzimt:ltico·. -Por la labilidad intrínseca de la· enzi

ma. (Levy, H,.R. 1979), la determfnacicSni de sa. actividad deberl efectuarse 

inmediata.mente. 



90 

00.ANTIFICACION DE PROTEINAS (Lowry, o.H. 1951). 

REACTIVOS: 

At Carbonato de sodio al 2.~ en NaOH O.lN 

Ba oaso4.5u2o al 1.~ 

C: Tartrato de sodio y potasio al 2.o,« 

Dt Solución protéica de referencias albámina s&rica bovina 1 000 f g/'f!d 
Et Volwnenes igciales de las solaoiones By c. 

Ft Para cada 50 ml de la sol. A agregar 1 ml de la sol. E 

Gt Dilución de 3 ml de reactivo de Folin...Ciocalteau (Merok) con 4.5 

ml de apa. 

EQUIPO: 

1.- Centr!tuga olfnica 

2.- Espeotrototómetro Carl Zeiss PMQ II 

3.- Celdas de caarzo de 1 m de lus 

ME'l'OD0.-

1.- TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS: 

Para eliminar los componentes del extracto enzim,tico qae interfieren en 

la determinación Cf -rneroaptoetanol, compaestos fen6licos, etc.), se PI? 

oipitaron las prote!nas mediante la adición de icido tricloroacltioo al -

1~ (concentración final), consemndose darante 24:.horaa a -.5°c y sepanín -
dosa por oentrifagación a 2 500 rpm darante 10 mina.tos en la centríf'11ga -

clínica. Se resaspandieron con 1.0 ml desolación de glicina 0.04M pH 13. 
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2.- DETERMINAOION DE LAS PROTEINAS. 

A 0.1 ml del reactivo D (referencia) o de la sol11ci8n de proteínas de las 

maestras obtenidas median1te el procedimiento anteriormente descrito, se -

le adicionaron 0.4ml de ag11a, 1.0 ml de NaOH O.lN y 4 ml del reactivo F; 

10 min11tos despciés se le agregan 0.4 ml del reactivo a, dej,ndose en re

poso por 30 minatos a temperatura ambiente, para pos'teriormente leer s11 -

absorción a 750 •• El resultado se interpola en la gráfica de la figura 

No. &.. 
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2.00 300 400 5/JO )< g de Proteina 

Figa.ra.8.-Carva de referencia para la caantificación de proteínas. 



93 

~.2.- DETERMIJ1ACION DE LA RELACION c6/c1 DURANTE LA IMBIBICION.EN DIFERENTES 

TEJIDOS DE LA SEMILLA DE MAIZ. (Kanamori,I. et al 1979). 

FUNDAMENTO: 

En sem!Qlas, a.na estimación aproximada de las actividades relativas de las 

v!a.s glicol!tica y de pentosas se pa.ede obtener mediante la comparaotón· 

de sa. capacidad de degradar gla.oosa-6-14c- y gl11cosa-1 .... 14c. 

Esta técnica consiste esenc'ialmente en la captación y caantif1oaci:&n del 

14002 que se libera de las posiaiones C-1 y 0-6 de la molécula de gluco

sa, este resultada expresado en forma de relación (c6/c1), p:,,oporoiona a.

na medida de la actividad proporcional de ambas v!as metab6licas: a.na. re

lación alta indica a.na vía glicol!tioa activa, mientras que a.na. relación 

baja estl indicando qae la. vía de las pentosas es la más activa. (Bewle:r, 

J .D. 1978). No obstante qa.e existen algcmos factores qa.e li'mi tan la apl,! 

caoión de la relación anterior, entre fatos se enea.entran principalmente: 

la cantidad de glucosa qa.e es 11tilizada para la síntesis de. oiigo·, :r po'1i

saclridoa, el efecto de reciroa.lación en la. vía de las pentosas (Fig. No. 

2 ) y la proporción'. de trtosas qa.e son moviliza.das para la síntesis de 

ácidos orgánicos, aminoácidos, etc·. (AP Rees, T. 1980). Esta relación, es 

considera.da válida para medir la pro~orcionalidad en la degradación de 

carbohidratos de las vías glicol!tica y de pentosas (Bewley, J.D. 1976). 

La caantificación de esta.relación dnrante la raptara de la latencia en 

semillas de Avena fataa·(simmonds, J.A. et al 1971) y cebada (Roberts, E. 
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H. 1973) mostró una baja relación c¡c1, indicando que la v!a de las pen

tosas en estos granos p~ximos a germinar est4 mis activa que la vía gli

col!tica {Bewley, J.D. 1979)• 

REACTIVOS: 

1.~ D-(1-14c) Glucosa. 

Sol. acuosa en etanol al 3.~ 

61·.1 mci/mmol 

250 ;.tot (1.85 MBq) 

'l'he Radiochemical Centre. 

Amersham·, England. 

2 • ..;,:D-(6-14o) Glucosa. 

Sol. acaosa en etanol al 3.c,% 

56.4 moi¡'mmol 

250 _;,<ci {1.85 MBq) 

'l'he Radiochemical Centre 

Amersham, England. 

3.- Líqqido~de Bray. 

A) Composición: 

4 g de PPO (2,5- Difeniloxizol) 

0.2 g de POPOP (Dimetil-2,2-fenilen-bis-(S-tenilorlzol), dimetil 

60 g naftaleno1 

20~ml d~ etilenglicol 

100 ml de metanol 
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Llevar a nn litro con 1,4 Dioxano. 

B) Preparación: 

Inicialmente se adiciona. al naftaleno aproximadamente 250 ml' de·· 11,,4 

Dioxancr,y en orden sncesivo los demás reactivos. No adicionar más 1,4 

dioxano hasta disolncfón completa de los componentes de la mezcla. 

4.- Amortigaador de Imbibición (Al): 

Tris ( Hidroximetil )-Aminometano) 

MgC12.6H2o 

KCl 

Sacarosa 

pH 

5 .- KOH al 30'fo 

6.- Etanol al So% 

7.-Papel filtro Wathman.No. 42 

EQUIPO: 

1.- Respirómetro de Warburg. 

50 mlf 

10 mM 

50 mM 

'lfo 

2.-Contador de Centelleo Líqa.ido LS9000 Microprooessor 6ontl'ollad Beok-

man·. 

3.- Viales de vidrio de 10 ml de capacidad para. contador de centelleo. 
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DETERMINACION DE LA RELA0ION 06/cl' EN EJES E~RIONARIOS DE MAIZ. 

tULSO DE O - l HORAS: 

METODOLOGIA 

Auiliándose con 11n bist11r! se separa el eje embrionario de las semillas 

secas de maíz, se pesa mr, población de 20 y se colocan en un matraz de 

Warb11rg de 15 ml' de capacidad, adiciomtndoles .7 ml de la sol11cii&n (Al) y 

a.na cantidad de cloranfenicol eqaivalente a l1Da conoentraci&n final de 

10 g/ml, as 5 l de la gl11oosa marcada respecttva. (1.7 X 106.opm)J se 

instalan 3 abanicos de papel Watman No. 42 en el pozo central del matraz, 

preinoa.bándose sobre a.n baño de hielo por 30 mina.tos, al final de este·

per!odo se le adiciona a los abanicos de papel 0.3 ml de ICOH al 30% y se 

instala el matraz en el bar6metro colocándose el tapón en sa. brazo late

ral ( cerrándose el sistema). A partil"' de este momento se inca.ban a 30°c 

por 1 hora con. agitación ( aproximadamente 60 oscilaciones por minuto), a11 

tlrmin0i de este período se sacan los aba.nic.os de papel del poso central 

y se colocan dentro de u frasco vial de vidrio oo~teniendo 10 ml del l! 

q11ido de Bray y se procede a contar la radioactividad captada como K2co3• 

Se lava el tejido con 100 ml de agua y se coloca en 10 ml de etanol al 

80% oonsemndose a -10°a· para ~a extracción de sus carbohidratos sol11-

bles. 
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D~TERMINACION DE LA RELACION c6/cl EN EJES EMBRIONARIOS DE, MAIZ. 

PULSO DE~ - 6 HORAS. 

METODOLOGIA. 

El procedimiento para este lapso de imbibición fue el mismo que se empleo -

en la evalu:a.ci&n de ·1a relación c6/c1 durante el pulso de O - 1 horas,con

las si~ientes modificaciones inherentes a. este periodo: 

El tejido se incubó con agitación por 5 horas en el sistema de warburg a -

'bierto'a. la atm6sfera (sin el tapón en el brazo lateral del matra~},la adi-

ci&n de la glucosa marcada respectiva al medio de imbibici&n y el KOH al -

3<>% sobre el papel filtro-del pozo central se efectuó al final de est~ pe -

riod0Jinmediatamente·desp11és se _cierra el sistema colocando el tap&n en el

braso lateral del matraz,,,y se incuba por·espacio de una hora mas. 

Para la evaluación de la radiactividad,lavado_y conservación del tejido,se,

procedio de manera similar al experimento e·teotuado para evaluar la rela.ción

c 6/c1 da.rante el .pálso de·· O - 1 horas. 



DETERMINACION DE LA RELACION c6/c1 EN EMBRIONES DE MAIZ. 

PULSO DE O - 1 HORAS. 

PULSO DE 5 - 6 HORAS. 

METODOLOGIAs 

Unicamente se efectuaron dos modificaciones en el procedimiento para de0 -

terminar esta .relaci&n con respecto al utilizado en los mismos periodos -

en ejes embrionarios: 

1.-Námero de embriones (Escatellam + eje embrionario) aislados por deter -

minaoi&n: 13. Esta poblaci&n distribuida en el fondo del matraz,permite -

que el tejido siempre se mantenga en contacto con la sola.oión de imbibi -

ci8n,evitandose superposiciones de la muestra. 

2.-Volúmen de amortigaador de imbibición: 1.3 ml. 

Previo a la extracoi6n de los oarbohidratos solubles.de estas muestras,se~

se:pa.raron los tejidos y se' les denominó respectivamente:Eje embrionario .. 

t1nido y Esoutellum a.nido. 
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DETERMINACION DE LA RELACION c6/c1 EN ESCUTELLUM DE MAIZ. 

PULSO DE O - l HORAS. 

PULSO DE 5 - 6 HORAS. 

METODOLOGIA: 

Unicamente se efectaaron dos modificaciones en el procedimien~o para de -

terminar esta relaci6n con respecto al a.til,isado en los mismos periodos -

en ejes embrionarios: 

1.-Número de esca.tell11m aislados por determinacicSn: 13 .Esta poblaciln dis

tribuida en el fondo del ma.tras,permite qae el tejido siempre se mantenga -

en contacto con la solacicSn de imbibición,evitándose,s11perposiciones de, -

las ma.estras. 

2.-Volúmen de amortiguador de imbibición: 1.3 ml. 
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5.3._EFEC'l'O DE ACIDO GIBERELIC01CINETINA Y AOTINOMICINA-D SOBRE LA ACTIVIDAD -
' ' . •, .. .. . ' . ' . ' . ·- .. 

DE LA GLUC0SA-6~FOSFA1l'0' DESB1:DR()GENSA DURANTE U CJERMINÁOION EN EMBRIO -

ns AI~LAnos nE niz. 

lWOTIVOát = 

1.-Selucién Nutritiva. (SN) 

Saoaresa 'l1, 

lCCl 

Mgel2.6H20 

/meroapteetanel 

JJiÍ 

Estre ptemici:aa 

2.-Acid• giberélioe. 

3.-0inetina. 

4.-Actinemioina~D. 

50 mM 

10 mM 

5 mM 

7.5 

10 g/ml 

5.-Les neoe-saries para la de-termina.cien de la actividad enzimática. 

MlTERIAL:BIOLOGICOa,Gérmen 860-1373 peel clent. 

MATERIAL Y EQUIPO: 

Ted• el neaesarie para laebte:noién del extracte enmimatt!c• y la ca.anti -

f'icaci,n de la actividad de la glucesa-6-tostat• deshidngenaea. 
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PROOEDIMIEN'l'O: 

• • Utilizando matraces erlenmeyer de 10 ml se inc11ban a 37 C per 20 heras;-

cen agitacién (60 oscilacienes / min) y en la esourida( 0.4 g de embrienes~ 

añacUend.eles:l.O ml de la ael11cién 11a.tritiva y las cantidades res:pectivas -

cte hermena y antibiétice: 

Acii• giberélice 63 g/ml 

Cinetina 40 g/ml 

Actinemioina-D 294 dml 

Centre! 0.7 mi de la sel.nntritiva. 

Se tapan con algeion y al final del periodo de incaba.oién .se lava el teji -

do-con la sola.oi&n (AH) y·se procede a la obtención del extracte para ca.an -

tificar la actividad enzimltioa.; :--· 



102 

¡.4.- EFECTO DEe(•AMANITINA Y OICLOBEXIMIDA SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA OLUCOSt-6-, . ( . . ... ;,: ' . ' . 

'FOSFATO DESHIDROGENA$A DURANTE, LA <JERkiNACitnf EN EJES iEMBR:i:ONÁRIOS AISLA-
,· 

' . . . 

· DOS DE MAIZ. 

REACTIVOS: 

Lea a.tilizadoa para la determinacién del ef'ecte de h•rm•naa sebre la acti -. . . ¡ ' 

vidad de la gl11cesa-6-teatate de-shidi,egenasa,~:v• 

1.- amanitina. 

2 .-e icl•he:d.mida. 

3.-Les neo:esaries pa·ra ia de-1ierminacién de la actividad enzim,tica. 

MA'l'ERIAL BIOLOGICOt 

TLAXCALA VS 22E (Chapinge 1979) 

MATERIAL Y EQUIPOs 

Tede el nece-s3 ri• para la obtenci&n del extracte 7 la ca.antificacién dela -

actividad enzlm(tica. 

PROCEDIMIENTO: 

• • Utilf.zand• matraces ·erienme:,el" de 10 rnl,se i~co.ba a 37 C per diferentes-, -
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tiempes de germinacién (6-12 h•raS"),cen ~gitacién {60 ,scilaciene~/m1n) -

y en la escuridad 20 ejes embrienaries añadiendeless 1.0 ml de la aeluci,n

nutritiva y las cantidades respectivas de antibiétioet 

Cicleheximida 10 - 100 g/ml 

o(. amanitina 10 g/ml 

Centrel 1.7 ml 

Vel.tinal • 1.7 ml 

intiltrandese~al vacie per 60 segandes,se: tapan c•n algeden y al final del

periede de de inca.baciln respective se lava el tejide cen·sela.cién (AH) y -

se precede a la ebtencién del extracte para la ca.antificactén de la acti -

vidad enzimática. 
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5.5.- ESTIMACION DE LA PROPORCION DE RADIACTIVIDAD INCORPORADA.EN CAROOHIDRATOS -

SOLUBLES EN LOS TEJIDOS A LOS QUE SE LES DETERMINO LA RELACION C 6/01...,:. 

FUNDAMENTO: 

Uno de los mejores precedimientos para la medición de la actividad de la -

vía de las pent·osas en plantas,oonsiste en la aplicación de, gl11cosa-1-14c ,

-2-140, y -3-140 y determinar posteriormente la distribución de marca en -

hexosas-fosfato y pentosas-fosfato;esto en f11nción de las dificcütades· -

expresadas ant~riormente para la estimación de las actividades relativas -

de las vías glicolítica y de pentosas basadas exol11sivamente en la medición

de· la relación .c6/c1 (AP' Rees,T. 1980). 

Dado q11e este m&todo presenta enormes dificultades tlcnioas (la cantidad -

de los compa.estos citados· es may peqa.eña) ;a.na de las solttciones es la de·, -

terminación de la distriba.ción de marca radiactiva en compuestos relaciona

dos. (Ap Rees,T. 1980) 

METODOL00IA1 

A).- EX'l'RACCION DE CAR1K>HIDRAT0S SOLUBLES: {Ortega~».M.L. et al 1979). 

REACTIVOS: 

1.-Etanol absoluto. 

2.-Etanol 8~. 



3.-Tungstato de Sodio 10'%. 

4.-Aoido so.lftÍrioo o.66 N. 

5.-Bicarbonato de sodio. 

MATERIAL Y EQUIPO. 

1.-Eqaipo Soxhlet 250 ml. 

2.-Rotavapor. 
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3.-Papel Whátmam,ih¡ l • 

4.-Ultracentrífuga "Spinco" Modelo L 50. 

5.-Rotor Ti 40. 

PROCEDIMIENTO. 

El tejido {conservado en etanol al 80'% y a - 10°c) se somete-- a ebullición -

por 10 minutos,al final de estte periodo se filtra y se·· conserva el filtra -

do (extracto# l);posteriormente se procede a macerrar el tejido en un mor

tero,al término de esta operaci&n se filtra conservandose el filtrado (ex -

tracto# 2 );el macerado se coloca en llll cartucho de papel whatman:.:Jlo:. ;l y~ 

después de colocarlo dentro del equipo soxhlet se somete a reflujo por espa

cio de 6 horas,el concentrado ( extracto # 3) se-. reune con los extractos -

# l.y # 2 y se concentran hasta an voltímen de·+ 10 ml en un rota.vapor a 60 -

70º0. 
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Para. oa.da 10 ml del extracto concentrado anterior se, le adiciona.n:2.0 ml -

de tangstato de sodio al 10% y 2.0 ml de ácido sa.lftÍrico o.66 N y s~ man -

tiene en reposo. a 4°0 por 12 horas;,se neutraliza con bicarbonato de- sodio

Y se centrifuga a 20 000 rpm por espacio de 20 mina.tos,el extracto final -

se conserva a -20°c. 
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.6.- CROMATOGRAFIA BIDIMENSIONAL EN .PLACA li'INA DE CARBOHIDRATOS SOLUBLES. 

(Lewis,B.A. et al 1969). 

REíiCTIVOS1 

0.ARBOHIDRATOS DE RE1i'ER'ENCIA. 

1.-Ribosa 

2.-0la.oosa 

3.-saoarosa 

4.-Fr11ctosa 

5.-Manosa 

6.-Maltosa 

7.-Elayente para la primera dimensi&n1Acetona:Aga.a (90s10) 

8.-El1179nte para la segmida dimensi&n1Acetona1Agua1Cloroformo1Metanol -

(75,5110,10). 

9.-cromatoplaoas de· silicagel 60 (Articulo 5721 Merck),dimensiones:20 x 20 -

;cent!metremy 0.22 mm de· espesor de- la capa de absorbente. 

10.-Revelador: "F'talato de anilina,1 

Preparaci6nt 

En 11!1 emba.do de· separaoi&n se•adicionan 200 ml de n-ba.tanol 7 40 ml de aga.a

se agita 7 1U1a vez decantada la fase ácaosa se adicionan 3.2 g d~ icido -
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ftálico y 0.9 ml de anilina. 

MATERIAL Y EQUIPO: 

1.-Microjeringa. de 50.)Ll. 

2.-Cámara de vidrio para cromatografía en placa fina (25 x 25 x 15 cm). 

PROCEDIMUNTO: 

PRIMERA DIMENSION: 

Enana cámara de vidrio saturada por espacio de 12 horas con el eluyente -

respectivo:Acetona-aga.a (90-10),se coloca ana placa de silica.gel 60 pre -

viamente activada por 5 mina 100°c a la cual se, le ha aplicado en un pun -

to cuyas coord~na.das son:.2.0-2.5 om,t~mando como origen el vértice~ izqaier

do de la placa. an vol11men de 100~1 de la mezcla de carbohidratos de, rete -

rencia (lO_p.g cada uno).Se permite el desarnllo de, la cromatografía hasta -

qa.e el f'rendie:; ·de~ eluyente alcance l1Jla distancia de 3 mm abajo del extremo -

saperior. 

SEGUNDA DIMENSION.-

En ana cámara de vidrio sat11rada por espacio de 12 horas con el elayente -

respeot'ivo:acetona-aga.a-cloroformo-metanol (75:5:10:10),se coloca la placa-
. . o . 

anteriormente desari,ollada haciendola girar 90 hacia la izquierda.Se per -

mite el desarrollio de> la C'J!Omatografia hasta que el frente del elayente -
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alcanza a.na distancia de· 3 mm aba.jo del extremo superior de la placa.Se seca• 

al aire y se aplica el ~velador,a.ctivando la reacción a 100°0 por 10 minu -

tos. 

UBICACION DE LOS CAR:BOHIDRATOS DE REFERENCIAS 

Los carbohidratos aislados y revelados mediante el procedimiento anterior,T 

se localizan sobre an sistema de coordenadas oartesianas •. (fotograf!a # 1) 

CUANTIFICACION DE Ií1t'.-URCA RADIACTIVA INCORPORADA A CARBOHIDRATOS SOLUBLES. 

REACTIVOS: . 

1.-L!quido de Bray.(Prepa.rado de manera similar al utilizado en la técni -

ca de ouantifioaci&n de la relaci&n c6/c1 .pág. 94 ). 

MATERIAL Y EQUIPO: 

1.-oromatoplacás de sí'licagel 60 (Articulo 5721 Merck). 

2.-Microjeringa de 50 1. 

3.-Cámara de vidrio para eromatografía. 

4e-lU.sturí. 

5.-Contador de centelleo liquido "Paokard" mode->lo 3255 Tri-Carb. 
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PROCEDIMIENTO: 

Sobre el extremo izquierdo de ana placa de sílioa gel 60 se aplican en 11?1-

p11nto ºllYªª coordenadas son:2.0-2.5 cm 100..)' 1 de, la m11estra.. de·· carbohidra

tos sola.bles ( obtenidos a partir· de los tejidos a los qa.e se·, les determi -

nó la relaoi&n crJc1 segcín el método descrito en las páginas:104-106 ) • 

Se efectúa el desarrollo de la cromatografía en las dos .dimensiones descri -

tas y': al final de0 la misma se·· localizan los carbohidratos solubles mediante

su 11bicación en el sistema de coordenadas cartesianas,;se transfiere a a.n -

frasco vial de vidrio el gel a.bicado en ana área,. cu.yo radio es de· 1.5 cm -

alrededor del punto de localización dei carbohidrato res:pectivo,sele adi -

oionan 10 mil de líqt1ido de1 Bray y se procede• a c11ant'iticar la radiacti vi -

dad incorporada. 



112 

, • 7 .- EFECTO DE LA COIOD'l'BACIO?l DE PRO'l'EI?lA SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA GLUCOSA-6-
• • • • • ' • 1 • • • 

FOS1ATO DESHIDRO(JE?lASA • 

REAC'l'I:WOSi' 

Les nec.e-sa!d.•s para la de·terminaoiln de la acti vid.ad de gluc-..6-testate -

deshidr.9ge-.sa. 

MARRIALBIOLOGICOJ, Tla.xcala VS 22E • 

MATIRIAL Y EQtJIPOf 
. . . . ., .. 

El U:t1'1izade para la ebtenciln del extracte y la cuntiticaciln de, la acti -

vidad enzim4tica. 

PROCEDDIEH01 

A).-EXTRAC'l'O ENZIMATIC01 Se hemegeneiuren 0.32 g de ejes embrienaries,uti -

lisande el precedimiente descrite cen anterieridad.Pág. 88 

Para la evalttaciln de este efecte,s.e, utilizé el extra.et• sin efectuar la -

dtl11ciln l,clO cen la sela.oiln (Altt) q11e se menclena en la elaberáclén del -

extracte para la de~erminaciln de la actividad ensimltica durante la ge.rm:i -
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naciln. Pág. 89 

B).-CUAITIPIOACION-DE LA ACTIVIDAD ENZIMA'l'IOA.-

1,a;.determinaci¡n de la actividad ensirmttica se eteota., baje las cendicie -

nea éptimris determinadas oen anterieridad.Pág.86 

cientes de extracte enzimát'io-e. ( •· · 

' ceDtra velttmenes ere -
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.8.- CROMATOGRAFIA DE FILTRACION EN GEL DE LAS PROTEINAS QUE PRECIPITAN CON -
• 1 • • • ' • • • • 

SULFATO DE AMONIO AL 7g& DE EJE EMBRIONARIO SECO Y DETE~NAC::CON DE SU -
• 1 • 

CAPACIDAD. DE INHIBIR A LA GLUCOSA -6-FOSFATO DESHIDROOENASA DE ERITROCITO-

BUMABO. (Determan~H. 1969). (Pig. l 7 ) • 

REACTIVOS. 

1.-Les a.tilizades para la determinaci,n de la actividad de, la gla.cesa,.6 -

f estate deshidregenasa ·• s 

2.-Sephadex G-200 

3.-Sulfate de am•ni•• 

4.-s.1a.c1,n salina is•tónica. 

5.-Eritr•oit•s ha.man•s• 

6.-Azal de dextrane-2000. 

MATERIAL Y E9PIP01 

1.-El atiliz•d• para la ebtenci,n del ex:tracte yla ca.antif'icaci,n de~la -

actividad enzimltt~oa .:··1 

1.-Hemegeneizader Petter-Elvejhem (teflón-vidlri•). 

2.-C•lecter de~ f'raccienes "LICB1•. 

3.-Celumna "Ph.armacia" (1.0 x 0.02 m). 

MATERIAL BIOLOGIC01 

Tlaxcala VS 22 E ( Chapinge 1979) • 
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PROCEDIMIENTO: 

Al extracte enzimltic• (40 ml) ebtenide de,. la hemegeneizaci,n de~ 1.0 g de -

eje embrienari• se-e• se le inactiva la gla.c.esa-6-fesfate deshidr.agenasa -

mediante tratamientes alternes de cengelaci&n (-45•c)-descengelaci,n a tem

perata.ra ambiente (eperacién qtle se repite 4 vecn),se ajusta al 1<11, cen -

sa.lfate de amenie;el precipitad• pretéico ebtenide·después de,centrifa.gar -

a 22 000 rp¡n por 10 mintttos se resuspencte:? cen 3.0 ml de la sela.cién (AM) y -

se·· aplica a una celt1mna de, sephade~· G-200 ( eqa.ilibrada cen la sela.cién AM) -

se celectaren fracoi•nes de 2.0 ml y se les deie:rmin, la capacidad de· inhi -

bir a la gla.cesa-6-fosfat• deehidnoge:nasa de eritrecit. ha.mane,extracte que

se, ebtuv• despa.&s de, lavarles 4 veces cen selt1cién salina iae~énica,. y li -

sarles con la seluoién (AM) a11Xilinad•se,cen o.n hemegeneizader tip• "P• -

tter· 0·-11 ve jhem". 



116 

.9.- GRADIENTE DE SACARO~A t 5-2~ DE LAS FRACCIONES DE LA COLUMNA DE FILTRA._ 

CION EN GEL QUE MOSTRARON CAPACIDAD INHIBITORIA CONTRA LA G6FDH DE. ERITRO

CITO HUMANO. (PIG~ 18 } • 

RE!CTIVOSt 

1.-Les a.tilizades para la de·terminacién de la actividad de, la 06FDH • 

2.-Extract• enzimátice de·ma!z:Tlaxcala VS 22E (Chapinge 1979) de 6 heras -

de germinacién. 

3.-Sephadex 0-10. 

4.-sacaresa J)&ra gradientes. 

5.-Maroaderes pretéic•s de PMt!lblÍmina sérica bev4.na,Mieglebina e Inhibi -

der de tripsina de seya. 

MATERIAL Y EQUIPO¡ 

1.-a111tilimad• para la ebtenci&n del extracte enzimátice y la, cuantifica -

oi•n de la actividad de la G6FDH. 

2.-Ultracentrít11ga "Beokman" Medel~Ir-75• 

3.-Rotoi- sw 40. 

4.-Instr11ment• termader de gradientes. 

5.-'Bemba pe,,rístáltioa "B11chrer". 

6.-T11bes para·oentrítuga de Nitrato de·cela.lesa. 
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PROCEDIMIEBTO: 

Las f'ra.ccie11es, pretéicas celectadaa d~~la ceia.mna de1 tiltraci,n en gel -

(Sephadllx G-200) que mestraren capacidad de inhibir a la 06FDB dee erJ.tn.

cite h11mane,se cencentraren hasta un velo.men de· 3.0 ml' mediante la adicil~

de sephadex 0-10,Pesteriermen.te se, oelecan 0.5 1111 sebre la parte sa.perier

de a.n gradiente de:; sacaresa 5-2~ (triplicad•) y se'· semete a centrifa.ga .;. 

oiln per espacie de 18 heras (Reter SW 40,38 000 rpm y 4•c),al final de'

la misma y hac~ende 11na pa.ncién en la parte sa.perier del ta.be;se oelecta

ren f'raecienes de 1.0 ml a las que s~les preb& la capacidad d&1 inhi~irr -

a la 06FDH de ma!$ .(Tlamala VS 22E). 

Paralelamente y en un ca.arte ta.b•,:seadioienaren 100.fe de cada ana de las -

siga.lentes prete!~ast 

Albúmina sérica b•vina (PM 68 000) 

Mieglebina (PM 16 000) 

In11.de'. tripsina de' se:,a (PieI 20 000) 

Cem• marcaderes de., pese melecula-r para la dete:rminaciln del pes-e meleca -

lar apreximade de las tracci•nes cén capacidad inhibiteria.(Fig 19 ) • 
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PROTEOLISIS CON TRIPSINA DE LAS FRACCIONES -»EL-GRADIENTE DE SACAROSA -

J-29% QUE PRESENTARON ACTIVIDAD INHIBITORIA CONTRA LA 06FDH. 

Este ensayo se et'ectaó en las siguientes etapas: 

1.-Determinaoión de la actividad proteol!tioa dei la trip_s_ina mediante la -

ca.antif'icaci&n de los aminoácidos liberados (Rasso,s.F. ,~tal 1977),(Lee-,

Y.P. et al 1966). 

2.-Evalaac'ión de la capacidad del inhibidor de tripsina de soya de inhi -

bir a la tripsina. 

Lo anterior con el propósito de adeca.ar el sistema de reacción en donde -

se,llevó a cabo la de-gradación proteolítica de.las fracciones del gradien

te de sacarosa a la posterior eva.luaci&n de-sa. capacidad inhibitoria re -

manente. 

REACTIVOS¡ 

1.-Los utilizados para la determinación de la actividad de la giucosa-6-

fosf'ato deshidm:>genasa. 

2.-Tripsina (1 mg/ml en HCl 10-3M) 

3.-Inhibidor de tripsina de soya (1 mg/ml en HC'l l0-3M). 

4.-Amortigoador Trie-HCl o.05M,pH 8.1 (adicionado con eac12.2H2o 5.57x10-3M)-
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5.-Albcímina 0.1% en el amort'igmador anterior. 

6.-Aoido glatimico:100.fa/ml. 

7.-Ninhid~ina ~ en metil oellosolve (Reac~ivo A). 

8.-Amort\gQador de citratos 0.51,pH 5.0 (adicionado son Snc12 0.1~) 

9.-n-propanol 5~• 

10.-HaOH 1.0N. 

11.-Acido triclor.oac&tico 60%. 
12.-NaCl o.85~ 

13.-Benceno. 

14.-Eritrocitos Humanos (10 ml de paqaete cela.lar). 

15.'""FracciQnes:7,8,9,10 del gradiente de• sacarosa 5-2~ (2.31 mg/ml) 

16.-Solaci&n de trabajosmezclar loe reactivos A y Ben proporción 1:1. 

MATERIAL Y EQUIPO: 

1.-El utilizado en la obtención del extracto enzimltico de eritrocitos y -

en la caantificaci&n de la actividad·de G6FDB. 

2.-Espectrototómetro C-árl Zeiss PM Q II. 

3.-Baiio de inca.bación "Grant". 

4.-centr!faga refrigerada MSE. 
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PROCEDIMIENTO: 

Los aminoácidos liberados por la acci&n de la tripsina en los siga.lentes -

sistemas de, reacai&n se~ ca.antif'ican mediante la reacción de: la ninhid1'1.na-
.. 

interpolando a~ valor en la ca.rva de referencia.de ácl.do·gl~támico (Pig ). 
'' 

SISTEMA 1.- (Para la oa.antificaci&n de la actividad de tripsina). 
. . ' ' 

Tripaina 

Albúmina 

Amortiga.adorTris-HCl 

0.3 ml 

0.3 ml 

2.4 ml 

SISTEMA 2.-(Para la evalaaci8n de la capacidad del inhibidor de tripsina -

de soya de inhibir a la tripsina). 

Tripsina 

Albúmina 

Inhibidor de Trip.de: soya 

Amortiga.adol"' Tris-Bel 

SIS'l'EMA 3.- (Blanco). 

Agaa 

Albwaina 

Amortigodor Trls-HCl 

0.3 ml 

0.3 ml 

0.3 ml 

2.1 ml 

0.3 ml 

0.3 ml 

2.4 ml 



121 

Estos se incubaron a 30°c con agitaci&n (60 oscilaoionea/min) a diteren -

tes tiempoa,coloeando previamente a.na capa de benceno sobre la saperti -

cie del siste• de reacción para evitar la evaporaci&n y contaminación -

por microorganismos. 

Los aminolcidos liberados en tanción del tiem,o,son cuntifi~~dos toman -
.•. 

do 0.5 ml del sobrenadante de reacción (obtenido despals de precipitar -

las prote!nas con la adición de 4cido trioloroacético,ajaatando la concen

tración final al l~ y neatrallaando con BaOH 1.0 N) aplicandolea la rea -

cci&n de ninhldmna,cmya secuencia es la sigciientes 

1.-Kaestra o só.laci&n de referencia. 

2.-2.0 ml de la solaci&n de traba.jo. 

3.-baño maría por 20 minutos. 

4.-emtriar a temperatura ambiente. 

5.-5.0 ml de n~propanol. 

5.-leer sa. absorci&n a 570 nm. (Fig. 20 ) • 

El sistema (4) diseñado para la caantiticación de: la actividad inhibito -

ria contra la g61DB de~ las fracciones del gradiente de· acaros·a despils·· -

de someterlas a hidrólisis con tripsina se construyó de-· la siga.iente formas 
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'l'ripsina 

Fracciones del gradiente de, ggacarosa 

Amortiguador Tris-HCl 

0.3 ml 

0.3 ml 

2.1 ml 

Se incabó bajo las mismas condiciones de los sistemas anteriores,añadien

dole 0.3 ml del inhibidor de tripsina de soya en el momento de·· probar la -

·capacidad inhibitoria contra la 0611'DH desl extracto de eritrocitos ha.manos

(10 ml de paq11ete celalar en 20 ml de la solacicSn AH). 
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.l.- ~~MPORTAMIENTO DEL INHIBIDOR DE LA 06FDR DURUf'l'E LA OERIDACIOlf .(J.PIG.22 ) 
' ' 

REAO'l'IVOSt 

Loa necesarios para la determinaci&n de la actividad de-06PDH. 

DTERIA:L Y·EQUIP01 

El atlliydo para la determinaci&n del extracto ensiútico de eritrocito -

ha•no. 

MA'l'ERIAL BIOLOOICO¡ 

Tlaxoala VS 22E (Chapingo 1979). 

PROCEDIMIEBTOt 

Se sómeten a imbibici&n lotes de 20 semillas con 25 ml de,agaa,atilisan -

do algodón como soporte en frascos "gerber"a diferentes tiempos de-, germina

ción,en la oscuridad y a 28°0.11 extracto enmimático obtenido de las mis -

mas,se congela a -20°0 y descongela a temperatfl!'& ambiente (procedimien -

to que se repite 4 veces,para inactivar la 06'DH endógena).Posterlormente

se dializó contra an·volamen de 2 litros de-amortigaador de medici&n (2 -

horas a 4ºc) y se~ le de·termin6 la capacidad de inhibl:z,, a la G6li'DH de eri -

trooit• hama.no. 



124 

6.-R E S U L T A D O S • 
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A.- O E R MINA C ION. NORMAL 
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La. eval11ación de·· la actividad de la G6FDH dcirante la germinación ef'ectaa -

da en embriones aislados de la variedad: Gérmen 860-1373 pool dent (Ci -

MMYT 1979) manifestó un incremento a las 6 horas de imbibioi&n;observán -

dose un descenso entre las 6 y las 24 horas,estabilizandose de,las 24 a -

las 72 horas (Fig. 9 ) • 

Para definir la contribuci&n de los tejidos embrionario~ en este proce~o,.-

' se caantificó la actividad de la G6FDH tanto en eje embrionario como en -

esoatellam durante la germinaci&n en la variedad t Tlaxcala VS 22E (Cha -

pingo 1979);en esta variedad,la actividad enzimática ex:penmenta incre -

mentos de 150% y de 40%.a las 6 horas de imbibición en eje embrionario -

y esc11tellt11D respectivamente;disminayendo la relación de actividades (eiF

cutella.m/eje eiabrionario) d'e 3.3 en estado se-coa 1.96 a las 6 horas de:

imbibioi&n,la actividad enzim,tica es superior en el esc.utella.m durante -

el periodo comprendido de las O a las 18 horas;pero su incremento es· menor. 

A las 24 horas,se invierte la relación enzimltioa eso.atella.m/eje embrió -

nario (Figa.ra 10 ) • 
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6 { t. {8 21 "/() 72 

Horas de Germinación 

Fig11ra 9.-Aotfvidad enzimátfca a diferentes tlempoe de ge~inaci~n en ma!z 

(Germen 860-1373 pool dent). 
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Figara 10.- Actividad enzimlt'ica a diferentes tiempos de germinación en 

maíz (Tlaxcala VS 22E). 
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Para ia verificacicSn. de la actividad y el comportamiento de la activi -

da.d de la G6FDH cuantificada in vitro en la variedad 'l'la.xcala VS 22E ---- . '· 

(Fig. 10) ,se le determiJuS la relación c,jo1 a dos periodos de marca ra-
-

dioactiva: pulso de 0-1 horaa y p11lso de, 5-6 horas. 

Estos experimentos se diseña.;r-on y ejeca.taron tanto en eje embrionario,es

ca.tellam y embri6n,para analizar la inf'laenciatentre los tejidos en la -

expresión de este patrón .(Tablas: 4,5,6 ) • 

El eje embrionario muestra una disminaci&n de la relación c,jc1 a, las -

6 horas de imbibición (pcilso de 5-6 hora.a) en relaci&n al pulso de 0-1 -

horaa·(Tabia.4 ),•ato como conaeca.encia de,d•s eventost 

El aa.niento en la·cantidad de co2 qae ae capta de la deaoarboxilación de -

la 1-14c-gla.coaa, en el pcilao de 5-6 hóraa de imbibici&n,aunado a una -

disminuci&n en la cantidad de1C02 prod11cte de la descarboxilaci&n de la-

6-14c-glucosa en este lapso. (Tabla. 4 ) • 

El escutellum aislado mues.tra W1 comportamiento similar al eje embrio -

nario: dismina.oic5n de la rel~ai.&n c6/ci en el paleo de, 5-6 horas en -

relación al valor encontrado en el pa.l.so de·0-1 horas,esta relaci&n -

- · · 14 dismincve a expensas de an aamento en·la descarboxilaci&n de,la 1- C-0111-

cosa,con ana diferencia notable con respec'to al eje embrionario: No dis

·1alnaye la cantidad de 002 q11e áe:· desQ&rbonla .de1 la -~14c..;o1u.ooea en el -
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palao de 5-6 horas en comparación al valor obtenido en el Plllso de}0-1 -

horas. (Tabla 5 ) • 

En el embri&n.la relación crJc1 disminuye en el P11lso de 5-6 horas en -

relaoiln al paleo de 0-1 horas en una magnitod. similar a la del esca.te -

11am aislado y bajo la misma mecánica: No aa.menta la cantidad de 002 -

qu.e se descarboxila de la 6-;4c-gla.coaa en el paleo de S-6 horas en rela

cicSn a la magnitud. qa.e se detecté en el paleo de 0-1 horas.(Tabla 6 ). 

Estos resa.ltados correlacionan fa.ertemente con el incremento en la acti -

vidad de la 06FDH cuantificado· in vitro a ias 6 horas d~imbibici&n.(Fig. 

10 ). 
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TEJIDOt EJE EMBRIONARIO TLAXCALA VS 22E • 

PlTLSO (h) cpm/g (X) a 

O - 1 37 840 8 061 

o - 1 23 476 1 297 

5·: - 6 50 685 13 356 

5 - 6 14 312 3 550 

-JC 

3 614 

581 

5 989 

l 591 

Experimento realimado-por qaintaplicado. 

(X)• media 

-x • error oatandard. 

c.v •• Coeficiente de variación. 

s • Desviación estandard. 

TABLA 4•-

5 .•. 5 

URCA 

0.62 

0.28 
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TEJIDOt ESCU'l'ELLO AISLADO TLAXOALA VS 22B. 
' . 1 

FULSO (h) opm/g (X) • 

O - 1 5;405 2 291 

o - 1 2 207 735 

5 - 6 6 971 91 

5 - 6 2 388 144 

-X C.V. 

1 027 42.3 

735 33.3 

40 1.3 

64 6.o 

Experimento realizado por qa.int11plicade. 

-(X)• media 

-x • errer .eatandard. 

e. V •• Coeficiente de variaci&n. 

a •Desviaci&n estandard.. 

TABLA 5.-

MARCA 

e 1 

e 
.6 

RELACIOI o6/c1 

0.34 
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6.5.- DETERMINACION DE LA RELACION c6/c1 

TEJIDOt EIBRION TLAXCALA VS 22! • 

PUtso·(h) cpm/g (X) 

O .. 1 

0-1 

5 - 6 

5 - 6 

4 884 

2 278 

5 263 

2 071 

-a X 

1 465 656 

285_ 127 

1 922 961 

606 271 

c.v. 

29.9 

12.5 

Experimento realizado por quintaplioado. 

(X)• media 

-x • error estandard 

c.v.-coeficiente de variaci&n 

s •Desviación estandard. 

TAB.LA 6.-

MARCA 

0.39 
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La evalaaci&n del efecto de~hormonas y antibióticos sobre el patr6n -

de actividad de la 06FDH,mostró que la Cinetina ejerce una influencia

mayor qtte el ,cido giberélico (lo incrementan en un 42 y 2~ respectiva

mente;mientras que los inhibidores de la transcripci&n:Actinomicina-D y

c(-amanitina disminuyen su actividad en un 13 y 10~. 

La cioloheximida,suprime este patrón de incremento unicamente a altas dó

sis (lOo/g/ml) (Tabla· 7 ) ( Figura 11 ). 
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'l'ABLAl. No• 7 

5.6-'DEC'l'O DE A0IDO 0IBERELIC01CIIE'l'I~A Y AOTIIOMICDA-D. SOBRE LA AC'l'~VID~D. ~ 

DE .· LA G6FDB DURAffl· LA GERIIN'AOIOI EN ~EM!itt'ons AISLADOS. DE JOIZ ( OEIMEl-

860~1373 POOLDM.1 

'l'RA'l'AMIEN'l!O 

Embriones secos 

Control 

AO 
3 

Cineti:ria 

Aotinomioina-D 

CONCfflRAOIOI 

(fa/ml) 

-.-
-·-
63 

40 

.. 294 

ACTIVIDAD ESPECIFICA INCREMENTO 

( u/ mg protef11a) -· ( ~ ) 

10.25 -·-
13.50 -·-
16.25 22 

19.25 42 

11.25 -13 
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2.0 

10 

o 6 

*--* .- sin antibiótico 
·-· .- dcloheximida (/Ofglml) 
:-: .- cicloheximida(/OO!glml 
i::-i:: .- o<-amanitina(IO)'glml) 

12 Tiempo ( horas) 

Figura 1~.- EfectO"de o(, -amanitina y Cioloheximida sobre la actividad de 

la G6FDH, en ejes embrionarios aislado~ de Tlaxoala VS 22E. 
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El análisis de distribuci&n de marca radiactiva en carbohidratoe solubles

en el eje embrionario (Figc1ra 12),muestra una baja incorporaci&n en ribosa

cuando se 11só l-14c.gluoosa ·como marcador,y una alta inoorporacicSn,espe • 

cialmente en el periodo de~ 5-6 horas,ouando se, u.só 6-140-glucosa como -

marcad·or, resa.l tando congruentes con el incremento de-") la actividad de- la -

06F'DH en ese periodo. 

En el escutellttm,la distribaoión de marca (Figa.ra 13) ma.estra un comporta

miento similar en cuanto al porcentaje de marca incorporada en la ribosa -

pero se observa además ana tendencia mayor q11e en e[ e0je embrionario a aou

m11lar la marca de los disacáridos (mal.tos~' 7 saca.rosa) 7 manosa en la.gar -

de. mantenerla en. la glucosa libre como se, observa en eje embrionario. 

La distriba.ci&n de la marca en los azticares del eje embrionario-a.nido {Fig-

14) m11estl'a 1111& inversi&n en la incOll"poraci&n de• marca en ribosa.,compara

tiva.mente a la observada en el eje embriona:t:tio aislado,ya qúe disminuye -

notablemente la ineorporaci&n en el periodo de 5-6 horas cuando se empleó -

6-14c-glt1coaa y se mide~ ttn ligero increment'o,en vez de disminución ca.ando -

se o.s·a 1-14c-gt11cosa.El escutellwn 11nido por su parte {figura 15) ,m11estra

nna alta incorporación relativa de la marca en ribosa tanto en el caso de -

6-14o-gl11cc,sa como 1-14c-gl11cosa,la ca.al se hace aparentemente a expensas

de la glucosa qtte iba a acumularse como disac!rido. 

Estos resaltados indican: 

1.-Qae la reg11lación del metabolismo de carbohidratos y en partiealar el -
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ciclo de las pentosas,opera en f.orma diferente en el eje embrionario y -

esccitelltllll. 

2.-Qae parece existir an transporte de estos metabolitos del escatellam -

aI eje embrionario,el qae se muestra por las diferencias en la distribtl-

ci&n de la marca cuando los tejidos se incaban en forma separada 6 ani -

das.Esto es congruente con ana de las tu.nciones fandamentales del escutellam

qae es de transferir ._' metaboli tos propios y dei endospe!'flló hacia el e je -

embrionario. 

3.- En el escutellum,las enzimas transaldolasa, y transoetolasa parecen -

tener un papel preponderante en la forma en qae se utiliza la gluoosa,ya -

q11e cuando se analiza este tejido en forma unida, se p11ede observar una -

al ta incorpora.oién dé marca en la ri bosa aiín cuando se asa 1-~4C-gl11oosa. 
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Figa.ra 12.- Distriba.oión de marea radioactiva, en carbohidra.tos sola.bles de 

eje embri~nario aislado (Tlaxoala VS 22E). 
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Figa.ra 13.- Distribución de marca radioactiva en carbohidratos solnblee de 

escatellam aislado (Tlaxc~la VS 22E). 
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Figo.a 15.- Dietriba.cicSn de marca radi"oactiva en carbohidratoe sola.bles de 

esc11tello.m anido (Tlaxcala VS 22E). 
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El análisis del comportamiento de la actividad enzimática contra volámen -

de extracto enzimitico (disminución de la actividad a volumenes crecientes

de extracto a concentraciones sat11rantes de sustratos Figura lóí) sugirie

ron la presencia de un posible inhibidor,prooediendose asa blÍsqueda pu -. . 

diéndose demostrar que el extracto de e,je embrionario seco previa inacti -

vaciln de la G6FDH endógena por congelación y dializado inhibía alÍn a la -

G6FDH de eje embrionario ,esc11tell11m y eritrocito humano.El extracto de· es

cutellwn nó presentó esta p~opied•~ inhibitoria. 

Se hicieron experimentos para caracterizar la naturllleza, d,e'! este inhibidor

procediendose·, a Ptlrificarlo p1'9via precipitación con sa.lf'ato de amonio me

diante filtraci&n- en sephadex G-200 (Figural7 ) y gradiente de oentrifuga

ci&n en sacarosa 5-2<>% (Figara18 ),qae nos permitió al someter marcadores -

protéicos de:term!nar u peso molec11lar aproximado de 14 000 (Fig11ra 19 ) • 

La desaparición de la capacidad inhibitoria que se obsen& despuls de·so -

meterlo a hidr&lisis cQn tripsina (previa estandarizaoi&n de la técnica -

(Figuras :20,21 ) ae' deduce qa.e éste inhibidor es u polipéptido. 

La determinaciSn de la capacidad inhibitoria de los extractos cndos dia -

lisados de,!je embrionario obtenidos dmrante la germinaci&n,p~rmitieron 11bi

car la disminmoión de.esta capacidad inhibitoria a mediada que la germina -

cién. progresa. (li'igara 22 ) • 
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Figara. 16.- A ctl vidad de G6FDH contra vol amen de extracto de Tlaxcala VS 

22E. 
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Figura 17.- Cromatografía de filtración en gel de las proteínas precipita

das con ealfato de amonio al 7o% y determinaciS:n de la activi-

dad inhibitoria contra la cr6'FDH¡r_ 
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Figu.ra 18.- Centrifugación y gradi~nte de sacaros~ 5~~ de las fracciones 

34-44 de ia columna de filtración en gel y determinación de la 

actividad inhibitoria contra. la G6FDH. 
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Figura 19.- DeterminaoiSn del peso· molecular aproximado, de·· la fraooi;cSn pre

téica del gradiente,de sacarosa con propiedades inhibitorias. 



0.9 Curva E$tanáar 

o.a 

0.1 

º·' 
o.s 

0.4 

o . .s 

o.z. 

O.l 

o s 10 15 to zs JO ~6 fO fJ so Aciáo Glutámico 

(J-g) 

Figara 20.- Carva estandar. Caantificación de Aminoácidos. 



149 

170nm 

~ .za 

,.1s 

1.1 a 

º·º'J,....;;,__.., ..................... ........,__._ .......................... ......,.. ................. ~ ......... ....,...----:--
0 & I Z / 8 Tiempo (horas) 

Sistema 7.-r.--J 
Sistema Z.=-(- - - - ) 
Sistema 3 . .:_ (. · · · · ·) 

Figura 21.- Gráfica de Referencia para la optimización de la actividad 

proteol!tioa. 
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RESULTADOS 

B.- GERMINA C ION PREMATURA 
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Lee datos anteriores permitieron ubicar a la (J6FDH·. cerno ana protelna cuya

actividad sé-, incrementa rápidamente durante las primeras horas de• imbibi• 

ción,sujeta a inhibiciln y a activación hormonal.en el evento de germina

ciln. 

La manifestación del fen6meno de germinación premat11ra·en maíz enlazo -

na agrícola conocida como "Valles Al toe'' q11e comprende pal'te de los estados

de Tlaxcala y Puebla (Faldas del volcán la M~linch~),s11jeta a estadio pa -

rala evaluaci&n de factores varietales,ambientales y de manejo por a.n. -

grapo de trabajo coordinado por el Dr.Joaq11!n Ortiz Cereceres investiga -

dor del Centro de Genética del Colegio de- Postgrado.ados de Chapingo,Edo -

de México,noa permitió co.antificar la probable participación de la G6FDH -

en la expresión de éste fenómeno. 

Para este experim&nt·o fu.é seleccionada o.na área típica de influencia de'1 -

fenómeno.:San Antonio Tlacamilco,Pa.ebla,realizandose en o.n,-predio ~1 ca.al -

se· fraccionó en lotes pequeños para la avala.ación de~los factores menciona

dos,sembrandose, dos variedades "Resistentes" (no--e-~e~tamanteriormente -

a la regi&n de intl1utncia de-ll f'encSmeno de·, germinacicSn prematura) :Tla:x:ca

la VS 22E 7 H~30 y una variedad sensible: (expuesta anteriormente a la -

zona de influencia del fenómeno) Criollo local el oa.al,en un caso faé -

sometido a f'ertlización con diversas fa.entes de nitrógeno,ya que con ante-
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nioridad ~e~habia observado qae la fertilizaoi&n nitrogenada aumentabai.el

porcentaje d,e germinacicSn·prematura. 

A estas variedades se··.les deteminó: 

1.- La aot!v14-,d de, la G6FDH d11rante la formaci&n del grano .(Figs. 23 ) 

2.-La actividad inhibitoria contra la G6FDH. 

TOIA DE.MUE~TRA PARA LA EVALUACION DE LA AC'l'IVIDAD DELA G§FDB·DURANTE LA -

MADURAOION DEL GRANO. 

Para estos esta.dios se. tomaron 11nicamente los granos loealindos en la parte 

central de la mazorca,descartandose el 33i de:iámbos extremos. 



60 
2."17 

4tJ 

20 

I 2 

f. 77 
40 

20 

f 2 

154 

H-30 

l.61 2.45 

TLAXCALA 

l,57 1.0 

1.. 24 l.flB 

E7L1 eje 

O escutellum 

t.63 1.61 

6 
MUESTRA 

Figura 23.- Act!fvidad de la cr6FDH dt1rante la mad11ración del grano-, en; H--30 

Tlaxcala. 
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Figura 24.- Actividad de la G6FDH durante la mad11ración del grano- en Crio

llo local fertilizado (F) y no-fertilizado (NF). 
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Pare. tratar de encontrar una posible relación entre la actividad de la -

G6FDH de la semilla madura y la sensibilidad a la germinaci&n prematura -

se·011antifioó esta en diferentes variedades cosechadas en diversas zonas

de c11ltivo (Figara 25 ). 

Se incluy6 una variedad criolla: H11amantla cosechado en la zona en qa.e s~, 

present6 con mayor severidad la germinación premat11ra en 1979 (Ignacio Za

ragoza,municipio del Ha.amantla Tlaxoala,pa.e'd:e observare~ una baja relaoi&n -

en~imltica escutellum/eje embrionario en las-variedades oitioll:asen función

de la alta actividad encontrada en eje embrionario,sa.gime11do qo.e la sensi

bilidad a la germinación premata.ra puede radicar en el e~e embrionario y que 

en esta·pa.eden estar involucrados eventos metabcSlicos rela-cionados con la,.

v!a de las pentosaa. (Fig.25 ). 
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Figura 25.- Caantifioación de· la aotividad de la G6FDH· en aemil'la mad11ra 

de diferentes variedades. 
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En ·el ciclo agrícola 1981,el grapo responsable de la experimentación en el 

campo,deoidicS .11tilizar como variedades de, experimenta:eión a una q11e·, se ha

bía comportado resistente al brotamient'o en -el ciclo agrícola anterio~:

H-139 y a otra sensible : Crioll10 Local (Tlacamilco),a los 011ales se les -

determinó la actividad de G6FDH darante la formación del grano (Figo.ra 26 )

En este experimento en el que se registraron todas las etapas f'isiol&gicas

nos permitió establecer la carencia de actividad enzimática en eje embrio

nario en la muestra de 25 dias después de la fecandáción,con u.n increment'o

prog~sivo en la misma cayo máximo se abicó en la tercera maestra (55 dias

desPtiés de la feoú.ndación) este incremento coinoide•con la manifestaci&n

de la germinación prematttra la cual se inicia a partir de•la tercera, m11estra. 
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Figura. 26.- Actividad de la Cf6FDH durante la madaracicSn de·l grano en H-1139· 

y Criollo:- local ( Tlacami;l'co,) • 

(- - - -) .- Escutellum 

(---) .- Eje embri'onario 
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Para conocer el comportamiento de la 06PDH en estas variedades dQrante la 

germinación,: se determinó stt actividad a la.a o, 6 y 24 horas de· iniciado 

el pr~ceso (Tabla 8 ) • Com·parando loe nfveles de incremento a las 6 horas 

de imbibición• y deter.minando:i al mismo tiempG'l sci capacidad de inhibir· &t la 

glucosa-6-tosfato deshidrogenasa de eritrooite-hamano, anexando los datos 

agronómicos de geminaci&n·: premat11ra ( sensibilidad) para el área de CQl ti

vo y ciclo agrícola (Tabia ~). 

De loa anteriores · res11l tados destacam· la, disminuci&m de la actividad enm,! 

mltica en el eje embrionario de las variedades criollas a las 6 horas de 

germinación·: (Criollo.i de Tlacamilco, Criollo de Huamantla) y el mantenimi'en -
' 

to de los niveles de actividad en el H-~391 as! misma,es notoria la caren-

cia de oapacidad inhibitoria en las variedades cultivadas en el área de 1! 

fluencia del tencSmeno de germinaci&n premtura (Tabla 9 ). 

El escutella.m manta.ve el nivel de actividad d11rante, la germinación en las 

variedades criollas 011ltivadas en el área de influencia con exoepoicSn°del 

lf-139. 
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T ~ B LA No 8 

ACTIVIDAD DE· G6FDH DURANTE LA GERMINACIOlf' 

TEJIDO { EJE . EMBRIONARIO. 

V AR I E DcA D T I E M p o ...!.J. o E R M I N A ·e I ·o N (h) 

o 

TLAXCALA· VS 22E a.5 
CRIOLLO {TlAC) 27.6 

H-139 (TLAC) 19.3 

BUAMANTLA' (TLAX) 22.2 

TEJIDO: ESCUTEL@• 

TLAXOALA VS 22E 28.6 

CRIOLLO (TLAC) 36.1 

H-139 {TLAC) 44.6 

HUAMANTLA {TLAX) 20.5 

TLAC•San Antonio Tlacamilco,Pnebla. 

TLlX•Ignacio Zaragoza,Hnamantla,Tlaxcala. 

6 24 

19.5 12.0 

18.3 30.8 

23.6 25.0 

10.0 

40.5 a.o 
61.2 48.3 

49.0 68.1 

16.0 
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TA B LA No. 9 

INCREMENTO EN LA ACTIVIDAD DE LA G6FDH A LAS 6 HORAS DE IMBIBICION • 

% DE INCREMENTO: 

VARIEDAD 
EJE EMBRIONARIO ESCUTELWM 

(u/ mg) 

TLA.XCALA VS 22E(1979) 234 136 

H-30 (1979) 250 163 

H-139(TLAC .1980) 120 91 

CRIOLLO (TLAC.1980) 67 167 

HUAMANTLA (TLAX.1979) 47 60 

lOOJ'•Aotividad ca.antificada en el tejido se01>. 

TLAC.•San Antonio Tlacamilco,Paebla. 

TLAX.•Ignacio Za.ragoza,H11amantla,Tlaxca.la.. 

INHIBIDOR 

+ 

+ 

-
-
-

TLA.XCALA VS 22E-Coseohado en Cha.pingo,Edo. de México. 

H-30-Coseoha.do en Chapingo,Edo. de México. 

GERMIUACION -

·PREMATURA 

-
-
+ 

+ 

+ 
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Al criollo ·de .Hua.mantla,ee le determinó la relación c6/c1 ( ta.bla 10) y la -

distribución de marca radiactiva en oarbohidratos sola.bles (Figa.ra 27) • 

Estos reaciltados permitieron puntualizar un incremento en la actividad-

de la v!a de las pentosas.medido !!l vivo (no detectado en la medici8n -

enzimática) da.rante el P11lso de 5-6 horas (la relación 06/0·1 cambia de, -

1.81 en el P11lso de, 0-1 hóras a o. 78 .en el pUlso de· 5-6 horas) ( tabla 10) • 

Este incremento en la v!a metabólica se originó por una dinámica diferente -

al. detectado en la variedad tla.xcala VS 22E (Tabla No 4 ) en esta variedad

el 'incremerit~ en la v!a de las pentosas se efectuó.mediante la conjagaci&n

de dos efectos: Aamento en la o~~!ación de co2 qa.e se respira al.suminis -

trar 1-14c-glucosa (palso de· 5-6 horas) y una dismina.oión en la captación -

de co2 respirado al incubar el tejido con 6-140-glacosa (pulso d~S-6 ho -

ras) ( tabla 4 ) • 

En el cm.ollo de Huamantla no se presenta an aumento en la cantidad de·., co2 -

que se respira al suministrar 1-14c-glncosa (pa.lso d~ 5-6 horas),la rela -

ción cambia debido a una dismina.oión en la captación de co2cuando se, inca -

bacon 6-14c-glucosa (pulso de 5-6 horas)(TablalO ). 

La distribución de .marca radiactiva en carbohidratos solubles (Figura 27) -

mostró a.na acamnlación de marca en Ribosa,Fmc~osa,Manosa y disacáridos prin-

14 cipa.lmente en el J)lllso de:0-1 horas con marca proveniente de 6- e-glucosa. 
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DETERMINACION DE IA RELACION e 6/cl 

TEJIDO·s EJE EMBRIONARIO HUAMANTLA 1979 • 

. , 
POLSO (h) cpm/g (x) 8 -X 

1 016 720 O - 1 

O ... 1 

15'430 

28 048 11 006 7 805 

5 - 6 

5 - 6 

14 510 

11 358 

1 ·257 

1187 

891 

841 

ExJ)e1"imento realisado por daplioado. 

(X) • med'ia 

-x aer:r.-er estandar 

c.V.•coeficiente de variaci&n. 

s ad.esviaci&n éstandard. 

TABLA No. 10 

c.v. 

6.5 

39.2 

8.6 

MARCA RELACION C'_/c · 6 1 
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Figrira 27.- Distribación de marca radioactiva en carbohidratos sola.bles 

de eje embrfonari'c,, aislado {CrioillOl de· Ho.aman-,;la). 
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Los resultados de actividad enzimática obtenidos en todas las variedades-,

zonas de ca.lti.vo y ciclos agrícolas analizados,se agra.paron en fa.nol&n -

de la actividad de G6FDH y la observaci&n agronómica de sensibilidad a la

germinaciln prematura eval11ada por el grapo de trabajo qae reallsó el ex·· -

pettiment• de campo (Tabla 11). 
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TABLA Bf•ll 

AC'l'IVIDAD DE LA O§!'DB D 'l'EJID0S DI DIZ SEe01 .. . ··. . . . . ' 

VARIEDAD 
COSECHA ACTIVIDAD ESPECIFICA RELA.CIOB 

'!LAXCALA {OHAP) 1977 8~0 30.0 3.3 

'l'LAXOALA VS . ~2E 1977 · 9.8 28.0 3.3 

B~30 (CilA.P) 1978 9.0 27.5 3.3 

H-30 (CHAP) 1980 14.0 44.0 3.0 

H•30 (TLlC) 1980 17.5 37.0 2.1 

CRIOLLO ('l'LAC) 1980 28.0 35.0 1.2 

CRIOLLO (TLAC) 1981 27.6 36.1 1.3 

H-139 (TLAC) 1981 19.3 44.6 2.3 

BUAMAN'l'LA(TLAX) 1979 26.0 25.0 0.9 

OERII:WkCI011' -

PREMATURA 

+ 

++ 

++ 

+++ 

++++ 
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DI S CU S ¡- O N 



PARTE "A"•- GERMINAOION NORMAL. 

El inicio de la germinación mq.estra cm aamento significativo en la activi -
dad de glcicosa-6-fosfato deshidrogenasa en esoutelo, partico.larmente en -

eje embrionario. La actividad detem1inada in vi tro en Tlaxoala VS 22 E -------
1979 (Fig. 1~) 1 en Germen 860-1373 pool dentados (Fig. No. 9 ) como !! -

vivo en Tla:x:cala VS 22 E ('l'ablas :4,5,6. ) confirma q11e esta enzima está 

ligada al inicio de la geminao16n en ma!z de ig11al manera que en-Avena 

·tata.a (Kovacs, M.·i.; a.M. Simpson, 1976) y en Copla.e avellana (Gosling, 

P.G.; J .D. Roas, 1980) (Figs! 4 ). Asfmismo, la distribuci6n de maro~ 

radiactiva en los as4cares del eje embrionario (Fig. No.12') manifiesta -

un incremento en el porciento de marca incorporada a l!ibosa durante el pe -
r!odo de '5-6 horas caando se saministra glttcosa(14c-6), lo cual es con--

sistente con los resultados antes mencionados. 

La detección de an.inhibidor en el eje embrionario de naturaleza prot&ica 

contra G6PDH ( PM aproximado 14 000, ll'ig. No. 19 ) , sa dismino.ci&n durante 

el proceso de.germinaci&n (Fig •. No•22') y su ausencia en escutelo, así -

como la diferencia en el perfil e incremento de la actividad de 06PDH en'!!'.:~; 

contrada durante la germinación en esou'telo y eje embrionario, sugieren -

qa.e la. vía de las pentosas puede estar desempeñando funciones diferentes 

en estos dos tejidos y que probablemente se regula también por mecanismos 

diferentes en cada uno de ellos. Esto es as! mi~mo apoyado por los resul

tados de la distribución de la marca radioaotivá incorporada a oarbohidra

tos solubles, en los extractos de los tejidos de los experimentos en que 
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se determinó la G6PDH !! !!!! (Figs. 12,-15 ,:· .) • Esta diferencia en la ca

pacidad de metabolisar gl11cosa entre eje y esc11telo la presentan otros 

tejidos como trigo y cebada (Anderaon et al 1971). 

El desarrollo ontológico de estos tejid~s y a11 tución dcirante la germi

nación ao.gieren esta posibilidad, el esca.talo (primera hoja del tallo, cen -
tral del eje embrionario qa.e comprende dé 5 a 6 internados s·opo:riando ca

da n11do 1U1a hoja), como todos los tejidos embrionarios se define morf'oló

gicamente a los lOdías desptils de la·polinizaoión, en esta etapa el ea

outelo es el q11e presenta el mayor desarrollo de todos los tejidos embrio 
. -

narioa (Saas, J.E. 1955), ttnid~ al eje embrionario mediante el n11do esca

telar no desarrolla propiamente funciones de f'ollaje,aino las de 11D órgano 

de reserva qae digiere y absorbe los constitayentes del endospermo, regii

lando a11 movilisación al eje embrionario·dttrante ia germinación (Kiessel

bach, T.A. 1980). El tejido qo.e lo delimita del endospermo está comp11esto 

por- c:flcilas con actividad secretoria, en maíz y. arroz estas cél11laa epi

teliales son el sitio de s!ntesis de proteas~s y de alfa amilasa ( Okamo

to, t.; T. Akasawa, 19·79). Dentro de este. esqa.ema d.e movilización de ma• 

terial de reserva que presenta el eacutelwn se encuentra 11n sistema de 

transporte de maltosa y sacarosa dependiente de eJierg!a (Hwnphreys, T. 

1981). 

En el eje embrionario, por el contrario, se desarrollan los eventos meta

b6licos que involacran en todas sas facetas a la v!a de las pentosas,da.

rante la geminac16n la mitosis se inicia en la regi&n del eje embrio-
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nario con la aigaiente s.eca.encia: parte media entre la pa.nta de la raía 7 

la lámina eacatelar, corteza, base del primer internt1do (mesocotilo), ba -
se del coleoptilo 7 la hoja marginal; procesos todos ellos qae re·qa.ieren 

tanto de las pentosaa para la síntesia.:.de 1foidos nacléicoa, como de NADPH 

para la elongación de la pared celalar. Antes de la germinación, las ella. 
. -

las eacatelarea son anincioleadaa, a diferencia de las cctlalaa del endos

pemo qa.e son trina.oleadas. Dt1rante la geminación, la cromatina de las 

céla.las del epitelio esot1telar se tiñe más profa.ndamente qa.e las de las 

célcilas internas, los nttcleos de este tejido se vuelven profundamente lo-,, 

btllados, estos lóba.loe pÁeden secoi~narse formando oéla.las ma.ltina.cleadas 

qa.e no se dividen (Sasa, J.E. 1955). Todas estas f'a.nciones reqa.ieren tam

bién la f'anción del ciclo, aunqu.e la relación de los metabolitoa reqa.eri

dos puede ser diferente. 

Esto serla congruente con las . di,f'erencias en· loa incrementos de l!a aot'i vi -
dad enzimltioa encontrada en los 2 tejidos. El escatelWD present&.tu1a ac

tividad de G6PDH medida tanto!!! vitro (Fig. No.10) como!!~ (Tablas 

- 6 ) mayor qa.e la del eje embrionario pero con 1111 incremento relati -
vo menoir a las 6 horas de germinacJión (Fig. No.10 ) • 

. . 

La pequeña dismina.ción de la actividad enzimática en el embrión en presen 
- . . . . -

cia de cioloheximida 7 ~otinomioina-D y su. dismina.ción con o<. -amanitina 

y altos niveles de cicloheximida (Tabla 7 7 Fig. No.11 ), sugieren que en 

la expresión de esta actividad pa.ede estar involúorada la sfntesis !!, !2-
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vo de ARN mensajero específicos para la enzima. -
Se ha sugerido qae durante la formación de la semilla se desarrollan me

canismos dirigidos, en t&rminos generales, a la,represión de los genes 

qa.e codifican para las enzimas que degradan·, las sustancias .de reserva {'Paz 

ne, P.I. 1976). 1'or otro lado, durante la germinación, la ex-presión genl

tioa a travls de la s!ntesis de protefnas és 11D prerreqtiisito indispensa

ble para el subsec:uente crecimiento cela.lar (1'ayne, P.I. 1977), se consi

dera, as! mism~, que en este proceso se encuentran involucrados los ARlfT 

mensajeros almacenados (Jendrisack, J. 1980).. De tal manera qa.e la sepa

ración entre la transcripción (ARN sintetizado .4!, !,!I2) y la trada.cción 

(ARN almacenado) demostrada en enzimas como la Carboxipeptidasa A (Ihle, 

J.N. et al 1972), la alfa amilasa {Ho, T.H.D. et al 1974), la ADW polilll,! 

rasa dependiente de ADN {Mory, Y.Y. et al 1975), alcohol deshidrogenasa 

{Ho, 'l'.H.D. et al, 1975), y 3'n11cleotidasa (Zha., Z.P. et al 1983), sign! 

fican a.n tipo de mecanism())de regr.ilac~ón· que dota al embricSn,de c~nt'rol 

sobre la embri,oglnesis y el ~roceso· de la germinación. La G6PDH parecería, 

ser ana enzima Nga.lada por este sistema, dadas las caracterfatioaa arri

ba señaladas. Máraitn, en embri&n, de trigo ae ha enoonttrado) q11es. _la, CJ6PDH 

q~e ee,ex~resa~al inici0ide la geminaoión ea l1D& actividad q11e proviene 

de síntesis de novo de proteínas aparentemente basada en la presencia de -- ' 

11n ARN mensajero almacenado (Hermtndez, T. 1'9.'19). 
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Estos resa.ltados no descartan otros tipos de regnlaci&n de la enzima. 

Así, es notable el incremento observado (42%) en los ejes embrionarios 

de maíz de la actividad de la .0'6PDH en presencia- de· cinetina (40 p'f!J/ml). 

La participación de cinetina en la regulacicSn de actividades enzimáticas 

diirante la gel'lllinaci&n (proteasas) ha sido d•moatrada en Phaseola.a wlga

.!1!,, pero sa. mecanismo no ae ha establecido (Gepstein, s. et al 1980). 

As!miamo, el incremento de esta enzima· por la presencia de 1cr3 es tambiln 

may significativa (Tabla 7 · ) • 

Es interesante resaltar las diferencias en loa patronea de distriba.ci6n 

de la marca radioactiva entre loa azúcares ca.ando se hicieron. las incuba

ciones con los tejidos (eje y escutelo) anidos como embri&n, o separados 

por disecoi&n (Figs. ·?~ ,15) ). 

En el eje embrionario "a.nido" se incrementa el porcentaje de marca en ri

bosa en comparacicSn con el eje aislada, cundo se _inca.ba en presenciai.de 

gla.cosa(14c-6), y de disac,ridos cuando se swninistra gla.oosa (14c-1), 

lo qa.e sa.giere la pa.rticipacicSn del esca.telo en esta distriba.oi&n (Fig. 

14 ) • Por otra parte, el escntel_o "uido" manifi·esta un incremento 
' 14 en ribosa marcada ct1a.ndo se inot1ba en presencia- de glt1cosa,. ( C-1), o glu 

. . -
cosa c14c-6), perfil de distriba.ci&n qa.e contrasta con el determinado_ en 

el escutelo aislado, por 1o·qa.e no se descarta la participaoicSn del eje 

embrionario en la modificacicSn de este patrcSn (Figs• l4-15i );. Estos resnl

tados sagieren qae existe transporte de los metabolitos de laña de las 
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pentosas y la glicolftioa entre los dos tejidos, probablemente más activOJ 

del esoutelo al eje embrionario. 

Por otra parte se debe tambi&n considerar q11e el inte~cambio de metaboli

tos entre la vía glieol!tica y el ciclo de las pentoE!as, permite a esta 

r11ta elevar los niveles de riboaa sin modificar la carga red11ctiva, moda.

lando dnicamente la actividad de transaldolasas y tr.anacetolasas. (Williams 

J.F. et al 1978). 

Dentro de los mecanismos más importante1:1 mediante·· los ouales se1 regula la 

actividad enzimática son: 

1.- Control de la velocidad de síntesis por reg11laoión de la trane,crip,

cción o trad11oción ( regulada o no ho:rmonalmen te) • 

2.- Control de la velocidad de degradación de la enzima. 

3.- Control de la actividad por- interacciones alostf.ricas oo~ los metabo

li tos. 

4.-Control de la actividad de la enzima por modificación qaímica catali

zada por enzimas, ejemplo-: fosf'o;dlaci!n·· - defosforilación, y 

,-·.- El control de la actividad enzimática por interacciones :rtsicas: pro

tefna-protelna (Holzer, H. et al 1971). Dentro de este raz·onamiento:., los 

inhibidores protéic-os desempeñan 11!1& función dentro del esqa.ema de rega.l!, 

oión metab61ica .diferente a la estrategia de rega.laci&n pl?opi' de a.nai. se

oaenoia de reacci~nes, ej.: inhibict&ni poi" proda.cto··, sastr~tos, iones, 

carga energética, carga red11ctiva. En este, ttmbito- podemos cita~.a, los in

hibidores de proteasas (Laskowski, M. et al 1980), al inhibidor de la al

:cr.ohol deshidrogenasa de escutelo de>ma!z· (Yiu-Kay, L. & Scandalioa, J.o. 
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1982) y al de alfa a.milasa ( Baonooore, V. et: al 1971'. Los inhi bidores de, 

proteasas limiitan la actividad en~iática evitando protecSlisis excesiva 

(Laskows.ld, M. et al 1980). Dnrante la germinación, la actividad de,alco

hol deshidrogenasa en el escntelo· de •fz es regalada por los niveles de 

11n inhibidor protlioo (Ho, D.'l'!.H. et al 1975)• 

Dentro de esta estl'ategS.a, el inhibidor protéico detectado en eje embrio-

nario, modularía la actividad de la G6l'DH en las diversas etapas f'isiol~ 

gioas que comprenden la f'ormaci&n de la semilla; d11rante estas fases, la 

vla de las pentosas se i~vol11ora en diferentes interacciones metab&licas: 

en la embrfog4nesis, durante la división celalar, la aotiviaad biosintl• 

tica se intensifica pasando)por,,1111 perfodo de baja actividad, al cesar la 

división celnlar en la madares para incremental's& posteriorment'e da.rante 

la etapa or!tica de la gel'Dlinaoión. 

El carlcter.•protlico,de estos inhibi.doi,es sa.gieren1q11e adeás de la f'an

ci;ón1 regaladora- de la aoti vidad en el citoplasma se1 puede ejercer a eat.,. 

nivel un oonti,ol gentftlco, en c.uanto a la afntesis de ese inhibidor, 7-a 

qa.e alganas variedades de ma!z pareoen1 no tener el inhibidor, o no expre

sarloien una condición ambiental determinada (germinacfórr:prematura, par

te 2). 
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PARTE B1- GERMINACION PREMATURA. 

El perfil de actividad qae presenta la 06PDH durante la formaci6n y madu

ración del grano muestra aspectos qae revelan sa posible participación 

dentro del fenómeno de Oerminación Prematura. 

Las determi11aciones preliminares efectuadas durante el ciclo agrícola 1980 

permitieron evalaar la actividad enzimática en este proceso· (Figs. 2'3;24) 

durante wi lapso,que abarc-6idel trigleimo d!a despuls de la .floración en 

las variedades H-30 y Tlaxcala (Fig. 23) y Criollo fertilizado y no fe~ 

tilizado (fuente nitrogenadas s11lfato de ambnio)(Fig. 24), hasta la madu

rez fisiológica del grano (65 d!as despufs de la floración). 

En H-30 y Tlaxcala (Fig.23) se observa una disminución en la relación de 

actividades enzimtioas es011telo/eje embrionario, a partir de la tercera 

mt1estra, qt1e es la que marca. el inicio de la germinación prematura. En las 

va~edades criollas se observa una tendencia similar a la anteri5Dr con una 

dismin11cfón en la relacfón de actividades escutelo/eje embrionario en la 

seganda muestra. En ninguna de estas variedades se.observó una intlaencia 

definitiva de la fertilización sobre la actividad enzim,tica. 

De · estos resultados ( tabulados en la Fig.2», ) se sugiere que la relaci6n 

de las actividades enzimlticas·escutelo/eje embrionario es dependiente de 

la variedad mls que del atrea de cmltivo usada; ya qu~ en el maíz criollo 

de Huamantla esta relaci6n permanece baja, independientemente del sitio de 

cosechas Ignacio Zaragoza, Municipio de Ha:amantla, Tlaxcala Y Cha.pingo, 

Edo. de Mfxico. 
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Con estos indicios participamos en el experimento diseñado en el ciclo 

agr!oola 1981. 

El patrón de actividad se evaluó a partir del 250. d!a después de la flo

ración (etapa más temprana qae en el ciclo agrícola anterior), toúndose~ 

maestras cada 15 d!as hasta la madurez fisiológica. Los resultados maes

tran que la_ actividad enziútica no es detectable en el eje embrionari'o de 

25 dlas despals de antesis (Fig, 26 ). Sin embargo, presenta ana tenden

cia ascendente con tm múimo a los 55 d!as coincidente·· con la aparición 
,( 

de la gel'IDinación premata.ra, la cual disminaye posteriol'IDente en la madci-

res fisiológica. 

Los granos de máí1 de la primera m11estra, en la qtte no se detectó la acti -
vidad enmimá'tica en el ·eje embrfonarto, son capá.ces de germi~ar cundo se 

separan de la mazorca y se ponen en condiciones adecttadas para la germi

naci&n, sagiriendo qae estos tejidos reciben l~s .precursores para llevar 

a cabo la síntesis de ribosa del esca.talo. Esta posibilidad ea m07 facti

ble, ya qa.e·en esca.telo,est& presente la G6PDH desde el estadio da inma

duro del embri&n. Otra alternativa ser!a qae en estos tejidos la da de 

síntesis de pentosas estaviera regtllada de tal forma qae la ribosa se sin 
. . ' -

tetizara a trav&s de intermediarios de la vfa glicol!tioa con la pariici

paci&n de las transcetolaaas y transaldolasaa (reacciones no oxidati~s 

del ciclo de las pentosas, Flg. 2 ) • 

En el esc11telo se observ& darante la maduración a.n patrón semejante al 
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del eje embrionarioi, pero la actividad ensimática está presente a partir 

de la primera muestra y autre fluctuaciones menores a pesar de que la¡ ac

tividad de la G6PDH en eje embrionario ea la que puede correlacionarse 

con el brotamiento· de los granos, y no:·la del esca.telo, ya que la del es

ctitelo se mantiene relativamente constante durante el proceso de forma

ción del grano. 

En las mediciones efectuadas durante la gel'lllina.ci6n en semillas maduras 

{TablasB,,9,11 ) , ·las variedades qae presentaron gel'lllinación prematura en 

·e1 experimento de ~amJ)O) (Criollo, Tlacamilco, H-139, Humantla y Tlaxcala) 

no incrementan la actividadenziutica a las 6 horas de germinación. En 

oambiO)en las qae no la presentan, como en la variedad Tlaxcala VS 22 E 

Ohapingo 197~, el incremento,en eje embrionario tue de aproximadamente 2.5 

veces a las 6 horas. Al mismo tiempo, en esas variedades: las Criol1las, H-

139 y Humantla no se enea.entra actividad inhibitoria contra la 06PDH (Ta

bla 9 ). x,s atln, Ht1amantla muestra ana drástica dismina.ci&n en la acti

vidad enzimltica a las 6 horas de germinaoi&n; sin embargo, en el escu.te

lo de las 3 variedades susceptibles no se observa cambio significativo en 

el patrón enzimltiao. 

Como la variedad Criollo de Ha.amantla presentó la mayor desviaci&n al pa

tr&n. mostrado por Tlaxcala VS 22 E ( qa.e se tomó como control normal), se, 

sometió a análisis respiromltrioos (Tabla 10) • Este análisis reveló ba

jos niveles de 14eo2, eliminado al so.ministrar 1-14c~gla.cosa en compara

ción oon el de. Tlaxoala VS 22 E (Tabla 4. ) , además no sa.f'm el inoremen-
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to en co2 respiradi1.Z:de 1 • .14c-glaoosa du.rante el paleo de 5 a 6 horas qa.e 

presenta Tlaxcala VS 22 E. Como oonseca.encia, la relación C-6/c-1 se man

tiene altas 1.81 da.rante el p~lso 0-1 hora, ·Y 0.78 da.rante el Ptilso 5-6 

horas sin q11e .esto aignifiqcie l1lla á,lta actividad del ciiolcti d~ las pento

sas._ El análisis de los oarbohidratos solubles (Fig.27 ) en esta variedad 

mostró una dlatriba.oión totalm~.nte dU"e:Mnte a la determinada. en Tlaxoala 

VS 22 E (ll'ig. 'No. 12). En el criollo· deHaamantla, la ribosa y sacarosa 

consti tttyen la .. marca predominante cundo se stirninistra 1-14c-gla.cosa o 

6-14c-gla.ooaa, auqa.e en este ttltimo caso existen algunas diferenci'ás del 

per!odo 5-6 horas para ri ~sa c.on 1-14c-glucosa y 0-1 horas con 6-14c
gla.oosa. En Tlaxcala VS 22 E en cambio, la ribosa dnioamente·se mostró 

. ' . . . 

marcad~ significativamente CCl&Jldo se smninistró 6-14c-gla.cosa en el.per!o 
. -

do de 5-6 horas., (Fig •.. No. 12 ) • 

En la agra.paoión ele datos (Tabla 11 ) se observa ua dismin11ción en la re

lación de actividades enzimáticas escutelo/eje embrionario en todas la~\ 

variedades expuestas a la zona de influencia del fenómeno de germinación 

prematura •. Los valorea altos de esta relación parecen corr~lacionarse con 

t1Da aaaencia de germinación premat11ra7 los valores menores a 2.0 parecen 

estar sensiblemente asociados aon este fenómeno, indicando t1Da. suscepti

bilidad de esas variaciones a la germinación.prematura. 

Con respecto., a la :s,resencia del inhibido.r. de gl11cosa-6-tosf'ato deshidro

genasa, el análisis de todas las dif'eren,tes variedades mostró qa.e late 
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solamente se prese~ta en aq11ellas variedades de maíz en las que el incre

mento en la actividad en eje embrionario,es superior ai 200%, variedades 

con wi incremento menor a late no lo-., presentan-i 7 muestran sensibilidad a 
r? 

la germinaoicSn prematura (Tabla , ), aa.nqa.eno se descartan factores am-

bientales (temperata.ra, ha.medad, interacciicSn con miororganismos, etc.). 

Estas observaciones deben considerarse actn de tipo preliminar, ya qa.e se' 
1 

refieren a pocas variedades 7 faltan atln esta.dios más amplios q11e permi~ 

tan confirmarlas y darles el peso adeo11ado del fen&meno de la,germinacicSn 

prematura. 
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